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Resumen 
 
 Las especies del género Fusarium están entre los patógenos vegetales 
que más pérdidas económicas causan alrededor del mundo. Se trata de un grupo de 
hongos que colonizan diferentes hospedadores vegetales, donde ocasionan 
marchitamientos, podredumbres y chancros. Son especialmente importantes en cereales, 
afectando a las industrias agroalimentarias y de procesado y transformación de 
alimentos y piensos, ya que reducen la producción y calidad de la cosecha. Además, sus 
especies son importantes productoras de micotoxinas, una amenaza para la salud 
vegetal, animal y humana, por lo que su presencia está legalmente regulada en 
productos agroalimentarios.  
 Entre las toxinas más importantes producidas por los hongos de este género 
destacan las fumonisinas, micotoxinas tóxicas y carcinógenas causantes de diversas 
enfermedades que afectan tanto a los animales como al ser humano, principalmente 
debido al consumo de cereales contaminados. Son producidas principalmente por las 
especies F. verticillioides, F, proliferatum y F. fujikuroi, pertenecientes al complejo de 
especies Fusarium fujikuroi (FFSC). 
Estudiar el efecto que los principales factores ecofisiológicos (temperatura y 
potencial hídrico) presentan sobre el crecimiento fúngico y la biosíntesis de toxinas, 
permite conocer la distribución de las comunidades fúngicas en las diferentes regiones 
geográficas, así como predecir el riesgo potencial de producción de las toxinas bajo 
unas condiciones ambientales determinadas. Según las previsiones del cambio 
climático, estas condiciones sufrirán variaciones, de manera que en España aumentará la 
temperatura y disminuirá la disponibilidad de agua. Esto podría ocasionar una alteración 
de la micobiota propia de los cultivos agrícolas, de manera que ciertas especies se 
desplazarían o modificarían su frecuencia de aparición y dominancia, y en 
consecuencia, el tipo y los niveles de síntesis de micotoxinas. 
El objetivo central de esta Tesis fue ampliar la información disponible sobre tres 
de las especies de Fusarium más importantes por su capacidad de contaminar cereales a 
nivel mundial: F. fujikuroi, F. verticillioides y F. proliferatum. Con este objetivo, se 
realizaron una serie de estudios en cada una de ellas, poniéndolas además en relación 
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con las nuevas condiciones atmosféricas esperadas a consecuencia del cambio 
climático. Estos estudios se describen en 4 capítulos.  
En el caso de F. fujikuroi, patógeno principal del arroz, se trata de una especie 
menos estudiada que las otras dos, por lo que no se contaba con herramientas de análisis 
similares a las desarrolladas para F. verticillioides y  F. proliferatum. Por ello, en el 
capítulo 2, se ha desarrollado, optimizado y aplicado a la caracterización de poblaciones 
de arroz de esta especie, un protocolo de RT-PCR a tiempo real. Los resultados de este 
análisis mostraron una expresión relativa del gen FUM1 en todas las cepas productoras 
de fumonisinas, además de algunas cepas que no sintetizaron la toxina. Al medir la 
capacidad potencial de producción de esta toxina por parte de F. fujikuroi mediante el 
método ELISA, se demostró que casi la mitad de las cepas eran productoras de 
fumonisinas, algunas a niveles elevados, por lo que probablemente se subestima la 
capacidad de su síntesis de esta especie. Por último, se llevó a cabo un estudio 
filogénetico de las cepas de F. fujikuroi junto con cepas de F. proliferatum, especie 
cercana. Las cepas de las distintas especies se separaron en dos grupos bien 
diferenciados, el de las cepas de F. fujikuroi que presentó una variabilidad 
intraespecífica muy baja, similar a la que presenta F. verticillioides, independientemente 
del hospedador o el origen geográfico; y el de cepas de F. proliferatum, con una 
variabilidad mucho mayor, sin relación con el origen o el hospedador. 
El capítulo 3 aborda diversos aspectos de las especies F. proliferatum y F. 
verticillioides. En primer lugar, se completa el perfil ecofisiológico de ambas especies, 
incluyendo condiciones típicas de escenarios de futuro cambio climático en España, con 
la determinación de patrones de crecimiento y de biosíntesis de fumonisinas, que se 
estudia mediante la cuantificación de la expresión del gen FUM1, gen clave en su 
biosíntesis, mediante protocolos específicos de RT-PCR a tiempo real. Además, se 
determinó la influencia de otro factor importante, el sustrato (medios de cebada, maíz y 
trigo), sobre el crecimiento y la biosíntesis de fumonisinas, teniendo en cuenta los 
factores de temperatura y potencial hídrico. Y por último en el caso de F. verticillioides 
se determinó la eficacia de un agente antifúngico convencional (benomilo) sobre los 
mismos dos parámetros. El crecimiento fúngico de estas dos especies se dio en un 
amplio rango de condiciones permisivas, tanto en medio sintético, como en los medios 
de extracto de cereales. Aunque la tasa de crecimiento de F. verticillioides fue mayor, 
ambas especies fueron capaces de crecer a temperaturas entre 15 y 35ºC y con un estrés 
   Resumen 
5 
 
hídrico elevado. A 40ºC no se observó crecimiento en ningún caso. El sustrato resultó 
también un factor significativo, siendo el medio de cebada el que reveló la mayor tasa 
de crecimiento, seguido de maíz y por último trigo. En cuanto a la expresión del gen 
FUM1, F. verticillioides presentó expresión relativa en todos los sustratos, temperaturas 
y potenciales hídricos probados, aunque esta expresión descendió en niveles altos de 
estrés hídrico. En F. proliferatum sólo hubo expresión en cebada y trigo a 25ºC y -2,8 
MPa, condiciones óptimas para ambas especies. Los escenarios previstos de cambio 
climático permitirían la presencia de ambas especies, pero tendrían un efecto más 
limitante sobre su producción de fumonisinas, reduciendo su riesgo potencial a 
temperaturas menores de 35ºC. 
En el capítulo 4 se estudia el efecto del fungicida benomilo a dos 
concentraciones (LD50 y LD90: 0,93 y 3,30 ppm respectivamente) sobre el crecimiento 
de F. verticillioides y la expresión de los genes FUM1 y FUM19, gen que codifica para 
un transportados de fumonisinas, en distintas condiciones de estrés hídrico y 
temperatura. Las dosis LD50 y LD90 aplicadas en las condiciones óptimas del 
crecimiento fúngico de esta especie (25-30ºC y -0,7 MPa) redujeron la tasa de 
crecimiento de la manera esperada, mientras que en condiciones marginales el efecto 
del fungicida comenzó a perder eficacia. El benomilo también redujo la expresión del 
gen FUM1, aunque la dosis LD50 causó una leve pero significativa inducción a 20ºC y -
0,7 MPa. El gen FUM19 mostró un patrón de expresión génica similar al del gen 
FUM1, no observándose efectos relacionados con el fungicida. Por lo tanto, para su 
aplicación se deben tener en cuenta las condiciones ambientales y la dosis para 
optimizar la eficacia del fungicida. 
Por último, en el capítulo 5, se analizó la distribución de las especies toxígenas 
de Fusarium y su micobiota acompañante en trigo blando procedente de dos regiones 
españolas, Córdoba y Lleida. Para ello se utilizó una estrategia combinada de métodos 
de diagnóstico con convencionales y métodos moleculares. La distribución de las 
especies fúngicas toxígenas mostró diferencias geográficas, que se pueden relacionar 
con las características climáticas de cada región y los perfiles ecofisiológicos descritos 
en este y otros trabajos. La especie F. graminearum destacó en Lleida, mientras que en 
Córdoba fueron más importantes F. verticillioides y F. proliferatum. También se 
encontraron en ambas localidades las especies F. equiseti y F. langsethiae, además de 
Aspergillus flavus y A. niger. Estas tres últimas requieren un seguimiento especial en el 
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futuro por el elevado riesgo de las toxinas que sintetizan. La estrategia de análisis 
utilizada puede ser de gran ayuda en el diagnóstico, prevención y control de hongos 
toxígenos en las condiciones de cambio climático previstas. 
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CONTROL OF FUMONISIN-PRODUCING  
Fusarium SPECIES: 
ECOPHYSIOLOGICAL FACTORS AND  
CLIMATE CHANGE 
 
 
Abstract 
 
 The fungal genus Fusarium L. includes many well-known plant pathogens that 
cause high economic damages in crops all over the world. Fusarium diseases include 
wilts, blights, rots, and cankers of many horticultural, field, ornamental, and forest crops 
in both agricultural and natural ecosystems. They are especially important 
phytopathogens in cereals, causing losses to crop yield and quality and the agro-feed 
industry. Fusarium species are also important mycotoxins producers causing a 
significant impact in human and animal health and, accordingly, its presence in agro-
feed products is regulated. Fumonisins, a family of toxic and carcinogenic mycotoxins, 
are among the most important toxins produced by Fusarium species, particularly by F. 
verticillioides, F. proliferatum and F. fujikuroi, all three belonging to the Fusarium 
fujikuroi species complex (FFSC). The main objective of this Thesis was to expand the 
knowledge and tools available on these three Fusarium species. For this purpose, 
different analyses were made, considering the scenarios for Spain predicted for a near 
future caused by the global climate change.   
 After an introductory chapter, this Thesis describes an integrated studyof a 
collection of F. fujikuroi strains isolated from rice (its main host) in the Philippines, 
including genetic variability and phylogenetics, their fumonisin production profile and 
the presence and expression of FUM1 gene, a key fumonisin-biosynthetic gene. 
Additionally, a rapid and sensitive real time RT-PCR assay was developed for this 
species. Almost 50% of the strains produced fumonisins, some of them at high levels, 
indicating potential risk of rice contamination by fumonisns which should not be 
disregarded. The F. fujikuroi strains in this work seemed to be genetically highly 
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homogeneous, showing very low genetic variability, more similar to F. verticillioides 
than to the closely related species F. proliferatum. 
Temperature and water potential (ψw) are main factors affecting fungal growth 
and mycotoxin production, and create characteristic patterns of response depending on 
the fungal species considered. In chapter 3, the analysis of the effect of the substrate in 
F. verticillioides and F. proliferatum is presented using different agar media prepared 
from barley, maize and wheat, the most important cereals in Spain. All these factors are 
constantly interacting in field conditions, and they have been studied considering the 
changing climatic conditions. The significant effect of the substrate found, affecting 
differently fungal growth and FUM1 expression, indicated that evaluation of toxin risk 
might differ depending on the cereal considered. Permissive growth conditions for both 
species were at temperatures between 15 and 35ºC, and water potentials between -0.7 
and -7.0 MPa. Optimal values were between 25 and 30 °C and -0.7 MPa. Growth was 
severely decreased at −7.0 MPa and no growth was observed at 40 °C. The growth rate 
was higher in F. verticillioides than in F. proliferatum and both species grew better on 
barley than on maize, and last on wheat. On the other hand, they showed differential 
regulation of fumonisin biosynthesis in the media and environmental ocnditions tested. 
FUM1 gene expression was present at every temperature and Ψw in F. verticillioides, 
being maize the medium with higher levels of FUM1 gene expression. In the case of F. 
proliferatum, no induction of FUM1 gene was observed, apart from the cases of barley 
and wheat at 25ºC and -2.8 MPa, and maize was the medium with a higher negative 
effect on FUM1 gene expression. Overall, incubation of cultures of both Fusarium 
species at 35 °C and -7.0 MPa had the less favorable effect regarding FUM1 expression. 
In general, this results suggest that both species will still be present in future scenarios 
for Mediterranean regions, but their potential risk of fumonisin production might be 
reduced particularly at marginal temperatures.   
The study of the influence of environmental conditions and, in particular those al 
the predicted scenarios of climate change, on the efficiency of conventional antifungal 
is described in chapter 4. This study examined the interaction of the fungicide benomyl, 
at ED50 and ED90 concentrations (effective doses of benomyl to reduce growth by 50% 
and 90%, respectively), with a range of temperatures (20–35 °C) and water potentials 
(−0.7, −2.8 and −7.0 MPa) on growth and fumonisin biosynthesis of F. verticillioides in 
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in vitro assays. Expression of FUM19 was also studied, a gene encoding an ABC-type 
transporter which is located also in the fumonisin biosynthetic cluster.  
The ED50 and ED90 concentrations obtained at 25 °C were 0.93 mg/L and 3.30 
mg/L, respectively. Benomyl affected growth and fumonisin gene expression 
differently, but it generally reduced fungal growth and fumonisin biosynthesis and both 
were significantly affected by temperature and water potential. However, the efficacy of 
benomyl decreased significantly at marginal conditions. Both fumonisin biosynthetic 
genes had similar expression patterns in all treatments and their correlation was positive 
and significant. FUM1 gene presented induction at 20ºC and -0.7 MPa, with ED50. 
These results indicate that Mediterranean climatic scenarios might suffer an additional 
negative impact from the climate change by compromising the efficacy of antifungals 
used to control pathogens and toxigenic fungi. Additionally, more detailed and accurate 
information should be provided on the optimal environmental conditions and doses for 
the application of conventional benomyl tratments. 
Finally, chapter 5 analyzed the occurrence of toxigenic Fusarium and other 
fungal species in wheat from two different agroclimatic Spanish regions (Córdoba and 
Lleida), and compared the results. A combined strategy of traditional and DNA-based 
methods was used in pre- and post-harvest samples obtained from each region. The 
results showed that the distribution of the main toxigenic fungal species was different in 
both regions, which could be related with differences in weather conditions 
(temperature and precipitation) and the ecophysiological studies described in this 
Thesis. F. verticillioides and F. proliferatum were more relevant in Córdoba, whereas F. 
graminearum was more prevalent in Lleida. Additionally, other potentially toxigenic 
species were identified, such as F. equiseti, F. langsethiae, A. flavus, A. carbonarius 
and A. niger. The relative importance of these species in terms of mycotoxin risk makes 
a further study necessary, especially in the future climatic conditions predicted. 
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Capítulo 1. Introducción general 
 
1.1. El género Fusarium 
El género Fusarium Link comprende un grupo muy diverso de hongos 
filamentosos que se encuadran en el filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden 
Hypocreales, familia Nectriaceae. Es un grupo cosmopolita muy presente en el suelo y 
que puede colonizar las partes aéreas y subterráneas de las plantas, así como residuos 
vegetales y otros sustratos orgánicos (Desjardins, 2003). Dependiendo por tanto del 
contexto ecológico, las especies de este género pueden encontrarse como parásitas, 
endófitas o patógenas de un gran número de especies vegetales, siendo por ello un 
género muy conocido (Aoki et al., 2014). Se consideran de gran importancia sus efectos 
sobre los cultivos, donde causan marchitamientos, podredumbres y chancros en una 
gran variedad de especies, siendo especialmente importante en cereales, donde 
ocasionan grandes pérdidas económicas en la agricultura y en las industrias de 
procesado y transformación de alimentos y piensos. Además, algunas de estas especies 
son capaces de producir micotoxinas, metabolitos secundarios tóxicos que contaminan 
los alimentos y cuya ingesta, por parte de animales o seres humanos, ocasiona 
enfermedades severas agudas y crónicas (Logrieco et al., 2003; Marín, 2010). Además, 
ciertas especies de Fusarium pueden colonizar tejidos humanos, provocando 
enfermedades como la queratitis (Chang et al., 2006) o diversas infecciones, además de 
suponer una gran amenaza para personas inmunodeprimidas (Short et al., 2011; Sutton 
y Brandt, 2011).  
Debido a todo esto, nos encontramos ante un género muy contaminante, para el 
que se hace importante desarrollar técnicas válidas de control y prevención. Para ello, es 
necesario realizar un gran número de estudios de diferentes tipos, tanto epidemiológicos 
y filogenéticos (incluida la determinación de la estructura poblacional y la variabilidad 
inter o intra-específica), así como estudios destinados a conocer los factores 
ecofisiológicos que condicionan los diferentes aspectos de la biología del hongo. Con 
todos ellos se consigue una amplia información sobre los diferentes factores que están 
implicados entre sí y que caracterizan al hongo, como son por ejemplo sus patrones de 
crecimiento o de producción de micotoxinas, las zonas geográficas o los hospedadores a 
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los que se asocian determinadas especies fúngicas, etc., y gracias a ello, se logra 
desarrollar métodos adecuados y eficaces de diagnóstico y prevención. 
   1.1.1. Un género muy variable, una taxonomía compleja 
 El hecho de que las especies del género Fusarium presenten una gran 
variabilidad en sus características morfológicas y fisiológicas, ha sido la causa de la 
gran controversia ocasionada por este género en cuanto a su taxonomía desde que fuera 
descrito por primera vez por Link en 1809 (en Mag. Ges. Naturf. Freunde, Berlin 3:10). 
Antes de 1997 la taxonomía de Fusarium se basaba exclusivamente en los caracteres 
fenotípicos  observados en cultivos aislados de plantas, animales y seres humanos que 
presentaban síntomas de enfermedad, así como de muestras de suelo y agua (Booth, 
1971; Gerlach y Nirenberg, 1982; Nelson et al. 1983; Wollenweber y Reinking, 1935), 
existiendo diversas clasificaciones basadas en ellos. Sin embargo, durante las dos 
últimas décadas, los estudios moleculares y filogenéticos sugieren que los métodos de 
clasificación de Fusarium tradicionales de diversos tratados de taxonomía (Booth, 1971; 
Gerlach y Nirenberg, 1982; Nelson et al., 1983; Wollenweber y Reinking, 1935) eran 
artificiales (O’Donnell et al., 2013). Estos nuevos estudios han revolucionado la 
comprensión de la diversidad específica y las relaciones filéticas dentro de Fusarium, 
dando lugar así a nuevas clasificaciones taxonómicas que, junto con las anteriores,  
suman un gran número de ellas. 
 Actualmente se han secuenciado completamente los genomas de cinco especies 
de Fusarium: F. graminearum, F. oxysporum f. sp. lycopersici, F. pseudograminearum, 
F. solani f. sp. pisi y F. verticillioides (tabla 1). Sus genomas presentan grandes 
variaciones en su tamaño, desde las 36 Mb del genoma de F. graminearum, las 42 Mb 
de F. verticillioides, al genoma de F. oxysporum f. sp. lycopersici con 61 Mb, el de 
mayor tamaño descrito hasta el momento (Ma et al., 2013).    
Algunas especies de Fusarium son anamorfas, es decir, presentan solamente una 
fase asexual o imperfecta. Así mismo, existen dentro de este género especies 
holomorfas, que presentan además de esta fase asexual, una forma sexual o perfecta 
llamada teleomorfo. Estos estados teleomorfos de Fusarium se encuadraban 
tradicionalmente en cuatro géneros: Haematonectria, Cosmospora, Albonectria y 
Gibberella, siendo este último el que englobaba un mayor número de especies (Seifert y 
Lévesque, 2004). Por lo tanto, se empleaban paralelamente dos nombres, empleándose 
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el término Fusarium para referirse al estado anamorfo asexual de las especies de estos 
géneros.  
 
 
Tabla 1: Lista de genomas publicados de especies de Fusarium. Se indica de cada genoma el número de 
genes, tamaño en Mb, número de cromosomas y nombre que recibe en la base de datos del NCBI 
(GenBank). Adaptada de Ma et al., 2013. 
 
 Debido a los cambios producidos en el nuevo Código Internacional de 
Nomenclatura para algas, hongos y plantas (ICNafp, Melbourne Code, 2012), a partir 
del 1 de enero de 2013 sólo se permite la asignación de un único nombre científico para 
nuevos hongos holomorfos que producen teleomorfo, como es Fusarium, y además se 
apuesta por la unificación de esta doble nomenclatura preexistente (Hawksworth, 2012). 
Esta propuesta ha sido ampliamente aceptada por la comunidad científica, que apoya el 
uso del término unitario Fusarium, descartando así los diferentes nombres de los 
teleomorfos (Geiser et al., 2013). En este trabajo se adoptará la nueva forma de 
nomenclatura  aceptada, no obstante y debido a lo reciente del cambio, se indicará en 
cada caso el nombre del teleomorfo asociado a cada especie de Fusarium. 
 
En la tabla 2 aparecen las especies de Fusarium más importantes desde el punto 
de vista de las pérdidas económicas que ocasionan. En la actualidad, se considera que 
existen alrededor de 300 especies dentro de este género, las cuales han sido descubiertas 
gracias a las técnicas de filogenética molecular. Más de la mitad de estas especies no 
han sido descritas formalmente hasta la fecha.  
Especie Nº de genes Tamaño (Mb) Nº de cromosomas NCBI 
F. verticillioides 14179 42 11  AAIM 
F. circinatum 15713 44 Desconocido - 
F. fujikuroi 14017 44 12 - 
F. oxysporum f. sp. 
lycopersici 
17735 61 15 AAXH 
F. graminearum 13332 36 4 AACM  
F. pseudograminearum 12488 37 Desconocido AFNW 
F. solani f. sp. pisi 15707 51 17 ACJF 
  
 
Especie de Fusarium Hospedador más importante
a
 Región geográfica endémica Micotoxinas
b
 
F. avenaceum Maíz, cereales de grano pequeño Todo el mundo MON, BEA, FUS 
F. crookwellense Cereales de grano pequeño Todo el mundo NIV, ZEA, FUS 
F. culmorum Maíz, cereales de grano pequeño Todo el mundo DON, ZEA, NIV, FUS 
F. fujikuroi* Arroz Todo el mundo GB, MON, BEA, FB 
F. globosum* Maíz África FB, BEA, FP 
F. graminearum Maíz, cereales de grano pequeño Todo el mundo DON, ZEA, NIV, FUS 
F. kyushuense Trigo Japón NIV, T2, DAS 
F. langsethiae Cereales de grano pequeño Europa DAS, T2, HT2, BEA 
F. napiforme Mijo, sorgo África, Argentina FB, MON 
F. nygamai* Sorgo África, Australia FB, MON, BEA 
F. poae Cereales de grano pequeño Todo el mundo DAS, NIV, BEA, FUS, T2, HT2 
F. proliferatum* Maíz Todo el mundo FB, MON, BEA, FP 
F. pseudoantophilum Maíz África BEA 
F. pseudograminearum Cereales de grano pequeño África, Australia, Norteamérica DON, ZEA 
F. pseudonygamai Mijo África MON, FP 
F. sporotrichioides Cereales de grano pequeño Todo el mundo T2, HT2, DAS, BEA, FUS 
F. subglutinans* Maíz Todo el mundo MON, BEA, FP 
F. thapsinum* Sorgo Todo el mundo MON 
F. verticillioides* Maíz Todo el mundo FB, FUS, MON 
 
Tabla 2: Se detallan las 19 especies de Fusarium más importantes por sus efectos en los hospedadores que contaminan.  
a Se indican los hospedadores más comunes. El término “cereales de grano pequeño” se refiere principalmente a trigo, cebada y avena. 
b
 BEA: beauvericina; DAS: diacetoxiscirpenol; DON: deoxinivalenol o sus derivados; FB: fumonisinas B1, B2 y B3; FP: fusaproliferina; FUS: fusarina C; GB: giberelinas; 
HT2: toxina HT-2; MON: moniliformina; NIV: nivalenol o sus derivados; T2: toxina T-2; ZEA: zearalenona. 
*Especies pertenecientes al FFSC. Tabla adaptada de Glenn, 2007. 
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Actualmente, las especies de Fusarium están clasificadas en complejos de 
especies (species complex). Aunque existe un número elevado de estos complejos, los 
principales patógenos de plantas se agrupan en cuatro de ellos (Aoki et al., 2014):  
 
- El complejo de especies Fusarium graminearum (FGSC), que incluye las 
principales especies causantes de la fusariosis de la espiga (FHB) en cebada 
y trigo y que contaminan el grano con la micotoxina tricoteceno. 
- El complejo de especies Fusarium oxysporum (FOSC), que contiene las 
especies causantes del marchitamiento vascular de más de 100 especies 
agronómicamente importantes como el tomate, el plátano, los espárragos, 
etc. 
- El complejo de especies Fusarium solani (FSSC), con especies causantes de 
la podredumbre del pie y la raíz de diversos hospedadores económicamente 
significativos. 
- El complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), que cuenta con el 
mayor número de especies, las cuales ocasionan diversas enfermedades 
como la enfermedad de bakanae en arroz, podredumbre en el maíz o chancro 
en el pino, además de contaminar diversos cultivos con la micotoxina 
fumonisina.  
 
En este último complejo de especies se centrará este trabajo.  
 
   1.1.2. Alelos de apareamiento en Fusarium 
 Los hongos filamentosos, como es el caso del género Fusarium, presentan dos 
opciones de reproducción: la esporulación asexual y la esporulación sexual. Esta última 
está muy extendida en este tipo de hongos e incluye los sistemas homotálico y 
heterotálico. En el sistema homotálico los cuerpos fructíferos sexuales se forman en su 
gran mayoría por autofecundación, de tal manera que el apareamiento ocurre en muy 
contadas ocasiones. Sin embargo, en el sistema heterotálico, los talos son autoestériles, 
y por tanto la reproducción se lleva a cabo por la fusión de núcleos sexualmente 
compatibles de dos individuos diferentes. La compatibilidad reproductiva entre dos 
cepas reside en una pequeña región del genoma, denominada locus MAT, la cual define 
el tipo de apareamiento o mating type (Conde-Ferráez, 2007; Waalwijk et al., 2006).  
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En la mayoría de los ascomicetos existe un solo locus definitorio del tipo de 
apareamiento, con dos formas alternativas. Estas dos formas son muy diferentes entre sí, 
aunque ocupan el mismo locus dentro del genoma y están flanqueadas por regiones de 
DNA casi idénticas (Waalwijk et al., 2002). Debido a estas diferencias, que sugieren un 
origen evolutivo no común, las secuencias que se encuentran dentro del locus MAT no 
reciben el nombre de “alelos”, sino de “idiomorfos” (Metzenberg y Glass, 1990). Estos 
dos idiomorfos son designados como MAT1-1 (también MAT-1) y MAT1-2 (también 
MAT-2) (Kerenyi et al., 1999, 2004). Dos cepas serán sexualmente compatibles si 
presentan diferentes idiomorfos del tipo de apareamiento. 
En ascomicetos, los genes del tipo de apareamiento se encargan de regular la 
expresión de los genes implicados en la reproducción sexual por apareamiento, pero 
además controlan la expresión de los genes que codifican para feromonas y sus 
receptores (Bobrowicz et al., 2002; Waalwijk et al., 2006). Hay que indicar que estos 
genes MAT se encuentran, e incluso son funcionales, en hongos considerados asexuales, 
como por ejemplo en Alternaria (Berbee et al., 2003), Aspergillus fumigatus (Dyer et 
al., 2003; Paoletti et al., 2005) y muchas especies del género Fusarium (Kerenyi et al., 
2004). Esto indicaría que estos genes regulan otros procesos biológicos además de la 
reproducción sexual, o bien que la fase sexual de estas especies consideradas asexuales 
no ha sido aún observada, siendo críptica o rara en la naturaleza (Conde-Ferráez, 2007; 
Waalwijk et al., 2006). 
Los genes MAT han demostrado ser una excelente herramienta para el estudio de 
la biología y genética de poblaciones de los hongos y son marcadores útiles para 
complementar análisis filogenéticos. Además, son herramientas para el estudio de los 
mecanismos de interacción entre células y fertilidad entre especies fúngicas. El 
conocimiento de la frecuencia y distribución de los genes MAT en poblaciones naturales 
es un indicador de la incidencia potencial de la reproducción sexual en dichas 
poblaciones, lo cual es una herramienta valiosa para el manejo adecuado de las 
poblaciones y su control. 
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   1.1.3. El complejo de especies Fusarium fujikuroi (FFSC) 
 La mayoría de las especies que se agrupan en este complejo fueron identificadas 
previamente como F. moniliforme Sheldon en el sistema de clasificación de nueve 
especies (Snyder y Hansen, 1940), o como miembros de la sección Liseola según la 
clasificación propuesta por Wollenweber y Reinking (1935). Más adelante, el desarrollo 
de los estudios de tipo de apareamiento (genes MAT) permitió la identificación de 13 
especies biológicas heterotálicas y con reproducción sexual incluidas en el FFSC, las 
cuales son también denominadas poblaciones de apareamiento (mating populations). En 
la tabla 3 se indican estas especies y la letra que designa su población de apareamiento 
correspondiente. Además de las especies representadas en la tabla 3, estudios de 
morfología comparativa y filogenética molecular revelaron que el FFSC está 
representado por más de 50 especies filogenéticamente diferentes (Geiser et al., 2005; 
Nirenberg y O’Donnell, 1998; O’Donnell et al., 1998, 2000).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3: Especies de Fusarium y poblaciones de apareamiento a las que pertenecen. Adaptada de Aoki et 
al., 2014; Leslie et al., 2004; Waalwijk et al., 2006. 
 
 
 Como ya se ha indicado, las especies del FFSC contaminan una gran variedad de 
cultivos con la micotoxina fumonisina y además ocasionan diversas enfermedades. 
Entre estas especies fitopatógenas, las más importantes y estudiadas aparecen en la tabla 
4, junto con las enfermedades que causan.   
 
 
 
Población de 
apareamiento 
Especie de Fusarium Población de 
apareamiento 
Especie de Fusarium 
A F. verticillioides H F. circinatum 
B F. sacchari I F. konzum 
C F. fujikuroi J F. xylarioides 
D F. proliferatum K F. musae 
E F. subglutinans L F. temperatum 
F F. thapsinum M F. tupiense 
G F. nygamai   
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Población de 
apareamiento 
Especie de 
Fusarium 
Enfermedad 
causada 
Hospedador* 
A F. verticillioides Pudrición  Zea mays – Maíz 
B F. sacchari Pokkah boeng Saccharum officinarum - Caña de azúcar 
C F. fujikuroi Bakanae Oryza sativa – Arroz 
D F. proliferatum 
Punta negra del grano Cereales de grano pequeño 
Punto morado Basella alba - Espinaca china 
H F. circinatum Chancro resinoso Pinus spp - Pino  
- F. fraxtiflexum Punto amarillo Cymbidium spp. - Cimbidio (orquídea) 
- F. phyllophilum Punto morado Aloe spp. - Aloe 
- 
F. guttiforme Punto negro de las 
hojas 
Odontoglossum spp. - Orquídea 
 
Tabla 4: Principales enfermedades desde el punto de vista económico causadas por las especies de 
Fusarium pertenecientes al FFSC. Se indica población de apareamiento, especie, enfermedad causada y 
principal hospedador en el que la ocasiona. El término “cereales de grano pequeño” se refiere 
principalmente a trigo, cebada y avena. 
*Se indica sólo el hospedador más afectado por dicha enfermedad. Adaptada de Waalwijk et al., 2006. 
 
 1.1.4. Identificación de las especies del género Fusarium 
 Como ya hemos comentado, la clasificación de las especies basándose en los 
caracteres fenotípicos es una tarea ardua y que ofrece resultados poco precisos. Desde 
las 9 especies propuestas por Snyder y Hansen (1940) a las más de 300 aceptadas hoy e 
identificadas gracias a la filogenética molecular, han existido otras clasificaciones, la 
mayoría de ellas basadas en la morfología y la ausencia o presencia de los tres tipos de 
esporas asexuales que las especies de este género pueden producir: macroconidios, 
microconidios y clamidosporas, completando esta información con otros caracteres 
como la morfología de la colonia, la pigmentación y la presencia de peritecios, entre 
otros (Leslie y Summerell, 2006; Ma et al., 2013; Nelson et al., 1983). En la figura 1 se 
muestran  ejemplos de la morfología de tres especies para su clasificación, obtenidos del 
Manual de Laboratorio de Fusarium de Leslie y Summerell (2006). 
Diferentes tratados como por ejemplo el atlas fotográfico de Gerlach y 
Nirenberg (1982) y el manual de clasificación de Nelson et al. (1983) han sido la base 
de los nuevos estudios basados en la construcción de filogenias moleculares, así como 
de la aparición del concepto “especie filogenética”, según el cual los límites de una 
especie estarían determinados por la congruencia entre las filogenias derivadas de 
diferentes genes en un grupo de organismos (concordancia genealógica) (Taylor et al., 
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A1 A2 A3 A4 
B1 B2 B3 B4 
C1 C2 C3 C4 
2000). Estos estudios han permitido discernir entre especies muy próximas entre sí y 
por tanto casi idénticas, llegando así a la descripción y caracterización formal de casi 
150 especies. Sin embargo, no existe aún ningún manual completo y disponible para 
abordar el tema de una manera clara y rápida. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Macroconidios, escala 25µm (A1, B1 y C1); microconidios, escala 25µm (A2, B2 y C2); y 
microconidios in situ, escala 50µm (A3, A4, B3, B4, C3 y C4) de las siguientes especies de Fusarium de 
arriba abajo: F. fujikuroi (A), F. verticillioides (B) y F. proliferatum (C). Adaptado de Leslie y 
Summerell, 2006.  
 
Los métodos de diagnóstico basados en PCR utilizan secuencias genómicas 
diana con niveles de variabilidad elevada para que permitan discriminar entre 
poblaciones o especies genéticamente muy semejantes. La unidad de rDNA que codifica 
para los RNA ribosómicos contiene regiones con diferentes niveles de variabilidad; en 
particular, las regiones ITS e IGS (espaciadores intergénicos del DNA ribosómico) son 
las más variables y utilizadas (Figura 2) junto con la región parcial del gen 1α del factor 
de elongación (EF-1α) (González-Jaén et al., 2004; O’Donnell et al., 2009).  
La mayoría de los cebadores diseñados específicamente para la identificación y 
detección de las especies de Fusarium se basan en secuencias de DNA ribosómico 
nuclear (rDNA) (Seifert y Lévesque, 2004). En los hongos filamentosos el rDNA se 
encuentra en el genoma en múltiples copias organizadas en tándem, lo cual aumenta la 
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sensibilidad de los ensayos de PCR (Mirete et al., 2013; Smith, 1976). Esto es 
especialmente útil para el diagnóstico directo, sin necesidad de obtener los aislamientos 
fúngicos primero, en alimentos o sustratos complejos. Las secuencias más utilizadas 
para desarrollar protocolos de PCR basados en rDNA que permitan realizar con éxito el 
diagnóstico de cepas de Fusarium a nivel de especie han sido las de los espaciadores 
intergénicos transcritos ITS1 e ITS2, localizadas entre la subunidad 18S y la 5,8S, y 
entre la subunidad 5,8S y 28S respectivamente; y las secuencias parciales de la región 
espaciadora intergénica IGS, localizada entre la subunidad 28S y la 18S (figura 2) 
(Jurado et al., 2005; 2006a; Konstantinova e Yli-Mattila, 2004; Kulik et al., 2004; 
Patiño et al., 2004).  
 
 
 
Figura 2: Representación esquemática de los genes del rDNA de Fusarium y las regiones espaciadoras 
ITS e IGS. 
 
La región IGS es la región espaciadora que más rápido evoluciona en el rDNA y 
la que muestra una mayor variabilidad (Hillis y Dixon, 1991), por lo que permite 
desarrollar métodos de diagnóstico para especies o poblaciones muy cercanas 
filogenéticamente (González-Jaén et al., 2004; Mirete et al., 2003; 2004; 2013). 
 Por otro lado, el gen codificados del factor de elongación 1α (EF-1α), de copia 
única, presenta una región muy útil para la identificación a nivel de especie en el género 
Fusarium. Esta región contiene un intrón y los dos cebadores están situados en los dos 
exones que lo flanquean (figura 3) (Geiser et al., 2004; Seifert y Lévesque, 2004).Su 
uso es muy adecuado para la identificación de cepas previamente aisladas, realizando 
una amplificación por PCR con cebadores universales que amplifican todas las especies 
del género Fusarium (Seifert y Lévesque, 2004) seguida de la secuenciación del 
fragmento amplificado y el análisis comparativo de la secuencia obtenida, utilizando las 
bases de datos de secuencias parciales del gen EF-1α existentes, como FUSARIUM-ID 
(Geiser et al., 2004; O’Donnell et al., 2010) o el GenBank (NCBI), base de datos 
internacional de secuencias nucleotídicas.   
18S 18S 5,8S 28S 
ITS1 ITS2 IGS 
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 Además de las regiones ITS, IGS y la región parcial del gen EF-1α, existen otras 
secuencias que también se tienen en consideración para este tipo de estudios, como las 
secuencias codificadoras de la calmodulina, la β-tubulina o la histona H3. Sin embargo, 
las dos que se han descrito en primer lugar son las más empleadas y las que ofrecen 
resultados más completos, sensibles y precisos. 
 
 
 
 
Figura 3: Representación esquemática de la secuencia parcial del gen 1α del factor de elongación (EF-
1α) en Fusarium (~700 pb). Las flechas indican la localización de los cebadores. 
  
1.1.5. Otros géneros fúngicos asociados a cereales 
 Se considera que existen más de 8000 especies de hongos que producen 
enfermedades en plantas. La mayoría de las especies vegetales pueden ser atacadas por 
algún tipo de hongo (o varios) y además un mismo hongo fitopatógeno puede infectar a 
una o más especies de plantas. Una amplia gama de hongos han sido caracterizados 
como causantes del deterioro patológico en una gran variedad de productos vegetales. 
Las especies fúngicas más comunes en este aspecto, además de Fusarium, son las 
pertenecientes a los géneros Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Diplodia, Monilinia, 
Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Rhizopus y Mucor (FHIA, 2007). Los hongos 
constituyen un grupo de mucha importancia en la agricultura debido a su gran número y 
su enorme capacidad de reproducción, lo que con frecuencia dificulta su control. 
Específicamente en cereales, las especies fúngicas que con mayor frecuencia se 
encuentran contaminando los cultivos pertenecen a los géneros Alternaria, Aspergillus y 
Penicillium (Juárez-Becerra et al., 2010).  
Alternaria 
 El género Alternaria se encuadra en el orden Pleosporales y pertenece, al igual 
que Fusarium, al grupo de hongos denominados precosecha, ya que contaminan los 
cultivos durante su crecimiento en el campo. Causa enfermedades en cereales y otras 
especies vegetales. Entre las enfermedades más frecuentes destacan el ennegrecimiento 
E1 E4 E2 E3 
I1 I2 I3 
Cebador 1 
Cebador 2 
~700 pb 
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del grano producido por Alternaria alternata, o las manchas foliares causadas por 
Alternaria triticina (Prescott et al., 1986).  
Las especies de este género secretan cuatro clases de compuestos tóxicos o 
carcinógenos para las plantas o los animales, y ocasionan pérdidas económicas 
considerables en la industria alimentaria (Zur et al., 2002).  A. alternata es la especie 
más común en cereales y produce varias toxinas de gran capacidad toxígena en seres 
humanos y animales, entre ellas el ácido tenuazónico, los alternarioles y las altertoxinas 
(Lacey y Magan, 1991; Medina et al., 2006; Soldevilla et al., 2005) (figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: A: Placa de Petri con cultivo de Alternaria alternata (Muthukumar y Venkatesh, 2013). B: 
Observación al microscopio de conidio de A. alternata (Muthukumar y Venkatesh, 2013). C: 
Ennegrecimiento de la espiga a causa de Alternaria spp. (CIMMYT, 2006). D: Manchas foliares 
ocasionadas por Alternaria triticina (Prescott et al., 1986). E: Fórmula química del ácido tenuazónico.  
 
 
Aspergillus y Penicillium 
  
Estos dos géneros pertenecen al orden Eurotiales y son considerados hongos 
post-cosecha, ya que proliferan principalmente durante el almacenamiento. Son muy 
importantes por las micotoxinas que producen, entre ellas la ocratoxina A (OTA) y las 
aflatoxinas (AFLs), muy tóxicas para los seres humanos. 
 
A 
B 
C D 
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Existen unas 20 especies reconocidas como productoras de OTA, la mayoría de 
ellas en el género Aspergillus, secciones Circumdati (A. steynii, A. ochraceus, A. 
westerdijkiae) (Frisvad et al., 2004; Gil-Serna et al. 2011), Nigri (A. niger, A. 
carbonarius y A. tubingensis) y de otras secciones (A. fumigatus, A. albertiensis) (Riba 
et al., 2008; Varga et al., 1996), y tan sólo dos pertenecientes al género Penicillium (P. 
verrucosum y P. nordicum) (Cabañes et al., 2010). Estas especies son contaminantes 
habituales de cereales y otros vegetales que además se han detectado en sus productos 
derivados, como en el pan, la cerveza, el café o el vino (Cabañes et al., 2010). La OTA 
es nefrotóxica para el hombre y los animales, además de  inmunosupresora, 
hepatotóxica, teratogénica y cancerígena (Bennet y Klich, 2003). El límite máximo 
permitido de esta toxina en cereales está establecido desde el 2006 en 5,0 µg/kg para 
cereales no elaborados y 3,0 µg/kg para productos elaborados a partir de estos cereales 
(Comisión Europea de Regulación Nº 1881/2006) (figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: A: Placa de Petri con cultivo de Aspergillus niger (Nishimura, K.). B: Placa de Petri con 
cultivo de Penicillium spp. (Mycology Online) C: Fórmula química de la OTA. D: Observación al 
microscopio de A. niger (www.inspq.qc.ca). E: Observación al microscopio de Penicillium spp. 
(Mycology Online).  
 
Las aflatoxinas (AFLs) han sido reconocidas por la Agencia Internacional para 
la Investigación del Cáncer (IARC) como los compuestos naturales conocidos con 
 
A 
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mayor potencial teratogénico y cancerígeno para seres humanos. Las AFLs son toxinas 
producidas por el género Aspergillus, principalmente por las especies A. flavus y A. 
parasiticus (Creppy, 2002). Existen cuatro tipos naturales, conocidos como B1, B2, G1 y 
G2, así como dos derivados monohidroxilados de las aflatoxinas B1 y B2 conocidos 
como M1 y M2 respectivamente. De todas ellas, la más frecuente en cereales es la 
aflatoxina B1 (AFB1), siendo particularmente habitual en maíz. Las AFLs pueden 
producir la muerte por intoxicaciones agudas tras su ingesta y son potentes 
inmunosupresores y hepatotóxicos, asociándose principalmente al cáncer hepático 
(Bennet y Klich, 2003) (figura 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: A: Placa de Petri con cultivo de Aspergillus flavus (Kumal, 2015). B: Placa de Petri con cultivo 
de A. parasiticus (http://fungi.myspecies.info/). C: Fórmula química de la AFB1. D: Observación al 
microscopio de A. flavus (Hedayati et al., 2007). E: Observación al microscopio de A. parasiticus 
(http://escalera.bio.ucm.es/). 
 
 
 
1.2. Toxinas producidas por Fusarium 
Las micotoxinas son productos naturales de bajo peso molecular producidos por 
los hongos filamentosos como resultado de su metabolismo secundario. Se trata de 
productos tóxicos, los cuales pueden causar micotoxicosis agudas o crónicas en 
animales y seres humanos. Ya que los hongos contaminan vegetales de diverso tipo, las 
micotoxinas pueden ser ingeridas a través de los alimentos y, dependiendo del tipo de 
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toxina, afectar al sistema nervioso central, al tracto digestivo o a los sistemas 
cardiovascular y pulmonar, causando enfermedades graves. Además son consideradas 
como agentes mutagénicos, cancerígenos, teratógenos e inmunodepresores (Bennet y 
Klich, 2003; Marroquín-Cardona et al., 2014). 
Las micotoxinas son objeto de interés a nivel mundial por afectar a la salud 
humana y animal, a la productividad y al comercio nacional e internacional. En 1999, la 
OMS estimó que alrededor de un 25% de los cultivos alimentarios mundiales están 
contaminados por micotoxinas (WHO, 1999). Debido a esta preocupación, existen 
regulaciones específicas en al menos 77 países para combatir en la mayor medida 
posible el riesgo ocasionado por estos agentes contaminantes (FAO, 2004; van Egmond 
et al., 2007; Wu, 2014).  
La contaminación de los cultivos no se produce sólo en el campo, sino que 
también puede ocurrir durante el almacenamiento post-cosecha. Los cereales, como el 
trigo, la cebada, el maíz, el arroz, etc., presentan en muchas ocasiones contaminación 
fúngica, por hongos, entre otros, del género Fusarium. Esto ocasiona grandes pérdidas 
económicas al provocar una disminución en la cantidad y calidad del grano obtenido, 
grano que además acumula toxinas y por tanto, las materias primas y los productos 
derivados de este (por ejemplo la cerveza o el aceite) presentarán riesgos al ser 
consumidos (Rodríguez-Carrasco et al., 2015; Schollenberger et al., 2008).  
Un nivel alto de micotoxinas en un producto determinado representa un riesgo 
para la salud. Sin embargo, las micotoxicosis agudas se dan en raras ocasiones, excepto 
en algunos países en vías de desarrollo (Wagacha y Muthomi, 2008). De hecho, el 
Comité Mixto FAO/WHO (Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y 
la Alimentación/Organización Mundial de la Salud) de Expertos en Aditivos 
Alimentarios (JECFA) considera que, tras evaluar los efectos tóxicos de diversas 
micotoxinas, el riesgo de intoxicación aguda es moderado-bajo. Sin embargo, como 
admite dicho organismo, es mucho más preocupante una ingesta en bajas dosis pero 
extendida en el tiempo, en especial tratándose de alimentos que se consumen 
diariamente (Galán y Rodríguez, 2003). 
Las toxinas más importantes ya que presentan una gran toxicidad para los 
mamíferos son las producidas por los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium, 
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destacando la aflatoxina B1 (AFB1), la fumonisina B1 (FB1), los tricotecenos tipo A y B 
y la ocratoxina A (OTA), (Reddy et al., 2010). Causan una gran variedad de efectos 
tóxicos entre los que se incluyen la hepatotoxicidad, teratogénesis y mutagénesis, 
ocasionando enfermedades como la hepatitis tóxica, hemorragias, edemas, 
inmunosupresión, carcinoma hepático, leucoencefalomalacia equina, cáncer esofágico y 
fallo renal (Altuntas et al., 2003; Norred, 1993; Santos et al., 2001).  
En el caso de Fusarium, las micotoxinas se sintetizan principalmente durante la 
infección de la planta y por ello se pueden acumular en las diferentes partes de esta. Las 
especies de este género producen una gran variedad de micotoxinas, variando de unas 
especies a otras y, en ocasiones, también entre poblaciones de una misma especie. Las 
micotoxinas más frecuentes y tóxicas producidas por Fusarium son las fumonisinas y 
los tricotecenos, aunque este género también sintetiza otras importantes como la 
zearalenona, las eniantinas, la moniliformina y la fusaproliferina (tabla 2).   
En los hongos filamentosos, los genes de la síntesis de micotoxinas se 
encuentran agrupados en la misma región cromosómica, conocida como “cluster”, 
aunque no todos forman parte de él. Diferentes métodos moleculares han demostrado 
una correlación positiva entre la cantidad de toxina producida y los niveles de expresión 
de alguno de los genes de biosíntesis de dicha toxina. Es el caso por ejemplo de los 
ensayos de RT-PCR a tiempo real con el gen FUM1 de la síntesis de fumonisinas en F. 
verticillioides (López-Errasquín et al., 2007). Estas técnicas permitirían por tanto 
cuantificar los niveles de expresión de los genes principales en la ruta de las toxinas, y 
así poder estudiar su regulación o evaluar la capacidad potencial productora de una 
especie.  
El interés aplicado que despierta el conocimiento de las rutas metabólicas de la 
síntesis de toxinas viene justificado por la intención de reducir el nivel de 
contaminación de micotoxinas en cereales. Sería muy interesante para ello estudiar la 
interacción de la regulación de los genes de biosíntesis de micotoxinas con los 
diferentes factores ambientales que actúan sobre el hongo (temperatura, estrés hídrico, 
hospedador…). Esta información es clave para conocer mejor el riesgo potencial de 
contaminación y permitir estrategias de control y prevención sobre micotoxinas (Brul et 
al., 2006). El desarrollo de técnicas de RT-PCR a tiempo real para las especies 
toxígenas es un paso previo imprescindible para realizar este tipo de estudios. 
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 1.2.1. Fumonisinas 
Las fumonisinas fueron descritas y caracterizadas por primera vez en 1988, por 
su asociación con el cáncer esofágico en seres humanos debido al consumo de maíz 
contaminado con F. verticillioides (Bezuidenhout et al., 1988; Gelderblom et al., 1988). 
Diferentes especies de Fusarium son capaces de sintetizar fumonisinas (tabla 2), siendo 
especialmente importantes F. verticillioides y F. proliferatum, considerados los 
principales patógenos del maíz y principales productores de fumonisinas (Creppy, 2002; 
Logrieco et al., 2002).   
Las fumonisinas son una familia de micotoxinas tóxicas y carcinógenas 
causantes de diversas enfermedades severas, agudas y crónicas que afectan tanto a los 
animales como al ser humano (Marasas et al., 2004). Esto es debido a su parecido 
estructural con la esfinganina y la esfingosina, dos esfingolípidos intermediarios 
derivados del metabolismo de los ácidos grasos (Merrill et al., 2001; Riley et al., 2001) 
(figura 7b). La toxicidad de las fumonisinas se atribuye a la interrupción de la ruta de 
síntesis de los esfingolípidos (Merrill et al., 2001), mediada por la inhibición de la 
enzima ceramida sintasa (Wang et al., 1991). Están clasificadas como carcinógenos del 
grupo 2B (posibles carcinógenos humanos) por la Agencia Internacional para la 
Investigación del Cáncer (IARC, 2002). 
Las fumonisinas son aminopolioles con una cadena lineal de 20 átomos de 
carbono que presenta un amino en el carbono 2, junto con grupos metilo, hidroxilo y 
ácido tricarboxílico en diferentes posiciones a lo largo del esqueleto carbonado (Proctor 
et al., 2003) (figura 7a). Según los grupos químicos presentes a lo largo de la cadena 
lineal, las fumonisinas se clasifican en cuatro series: A, B, C y P (Musser y Plattner, 
1997; Rheeder et al., 2002). Las de la serie B son las más abundantes en la naturaleza y 
se clasifican en fumonisina B1 (FB1), B2 (FB2), B3 (FB3) y B4 (FB4) según la presencia o 
ausencia de grupos hidroxilo en los carbonos 5 y 10 (Proctor et al., 2003) (figura 7a). 
De ellas, la FB1 es la más importante ya que es la más tóxica y prevalente (Musser and 
Plattner, 1997; Thiel et al., 1992), llegando a constituir hasta un 70% de todas las 
fumonisinas presentes en los alimentos, mientras que las otras aparecen a niveles más 
bajos (10% y 20% del contenido total de fumonisinas para FB2 y FB3 respectivamente) 
(EFSA, 2005; Nelson et al., 1993). 
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Debido al riesgo para la salud que conlleva el consumo de alimentos 
contaminados con fumonisinas, la Unión Europea ha establecido mediante legislación 
los contenidos máximos permitidos para esta toxina (Comisión Europea de Regulación 
Nº 1126/2007; Comisión Europea de Regulación Nº 420/2011). Así por ejemplo se ha 
establecido una cantidad máxima de 4 mg/kg de fumonisinas en el maíz no elaborado 
(excepto el destinado a molienda por vía húmeda) o 1 mg/kg en alimentos a base de 
maíz destinados al consumo humano directo, excepto cereales y aperitivos (0,8 mg/kg) 
y alimentos infantiles y para lactantes (0,2 mg/kg). En 2002 el Comité Mixto 
FAO/WHO de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) estableció los valores de 
ingesta diaria máximos en 2 µg/kg de peso corporal para las fumonisinas B1, B2 y B3 
individualmente o en combinación (WHO, 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7:  
7a: Estructura química de las fumonisinas de las serie B. R1 y R2 indican los diferentes radicales de los 
carbonos 5 y 10 que dan las cuatro fumonisinas de la serie B. Adaptado de Proctor et al., 2003.  
7b: Estructura de la esfinganina y la esfingosina, similar a la de la FB1. Adaptado de Voss et al., 2007. 
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Los genes involucrados en la síntesis de fumonisinas están ligados y organizados 
en un cluster de 42 kilobases (Kb) (Desjardins y Proctor, 2007; Keller, 2005; Proctor et 
al., 2013) (figura 8a). Este cluster puede estar completo, o bien parcial o totalmente 
delecionado en las distintas especies y cepas del género Fusarium, con lo cual especies 
muy próximas filogenéticamente difieren en su capacidad para sintetizar fumonisinas. 
Por tanto, la presencia del hongo en un hospedador no implica necesariamente la 
presencia de la toxina (González-Jaén et al., 2004; Plumlee y Galey., 1994; Proctor et 
al., 2004).  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8:  
8a: Cluster FUM de F. oxysporum, F. proliferatum y F. verticillioides. Contiene los genes de la síntesis 
de fumonisinas. Adaptado de Proctor et al., 2013. 
8b: Dominios catalíticos en el gen FUM1. Adaptado de Linnemannstöns et al., 2002. 
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Figura 9: Esquema de la ruta de biosíntesis de fumonisinas. Adaptado de Alexander et al., 2009. 
 
Acetato 
M
it
o
co
n
d
ri
a
 
C
it
o
p
la
sm
a
 
Alanina 
FUM1 
FUM8 
FUM6 
FUM13 
FUM2 
FUM14 
FUM3 
FUM10 
FUM7 
FUM11 
HFB4 
HFB3 
FB3 
FB1 
   Capítulo 1 
  
35 
 
Se conocen al menos 16 genes que codifican las actividades enzimáticas 
responsables de la síntesis de las fumonisinas, cuya expresión parece estar regulada de 
forma coordinada y de los cuales 11 de ellos son estrictamente necesarios para sintetizar 
la toxina (Desjardins y Proctor, 2007; Proctor et al., 1999, 2003) (figura 8a). El primer 
gen de la ruta es el gen FUM1, que codifica para una poliquétido sintasa (PKS), la cual 
cataliza el primer paso: la formación de la cadena lineal desde el carbono 3 al 20 a partir 
de un derivado del acetato (Proctor et al., 1999). A continuación, actúan diferentes 
genes con funciones diversas (figura 9), entre ellos FUM8 que codifica para una 
aminotransferasa, FUM2 y FUM3 que hidroxilan la cadena, etc (Desjardins y Proctor, 
2007; Linnemannstöns et al., 2002; Proctor et al., 1999; 2006; 2013) (figura 8a). Estos 
genes se han ido describiendo y demostrándose una correlación entre su expresión y la 
síntesis de fumonisinas (Proctor et al., 2003, 2006; Seo et al., 2001).  
Diversos estudios realizados confirmaron que en los casos en que se interrumpió 
el gen FUM1 no existía síntesis de fumonisinas. Por ello y por ser el primero, se 
considera a este gen el principal en la ruta de biosíntesis de estas toxinas. Se ha descrito 
que el gen FUM1 tiene una región codificadora de 7,8 Kb con seis exones y cinco 
intrones, y la PKS que codifica presenta 7 dominios catalíticos que se encuentran en el 
mismo polipéptido y que aparecen detallados en la figura 8b. Debido a su importancia 
es el más empleado en estudios de expresión.   
1.2.2. Tricotecenos  
De todas las micotoxinas de Fusarium descritas hasta la fecha, los tricotecenos 
son las que más se han asociado con toxicosis crónicas y fatales en animales y seres 
humanos, incluyendo la Aleucia Alimentaria Tóxica en Rusia y Asia central o la 
enfermedad del moho rojo o Akakabi-byo en Japón. Los tricotecenos forman una gran 
familia de compuestos, de los cuales el diacetoxiscirpenol (DAS), la toxina T-2 (T-2), el 
nivalenol (NIV) y el deoxinivalenol (DON), también llamado vomitoxina, son los más 
importantes en cereales (Desjardins y Proctor, 2007). Los tricotecenos son un 
contaminante habitual de los alimentos y su consumo puede ocasionar vómitos y 
hemorragia alimentaria. Además, al contacto directo con la piel ocasionan dermatitis, y 
unos pocos miligramos de T-2 son potencialmente letales (Beasley, 1989; Bennet y 
Klich, 2003). Por dicha sintomatología, así como por sus efectos inmediatos tras el 
contacto, los tricotecenos fueron empleados como arma biológica por la Unión 
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Soviética en el sudeste asiático a principios de la década de los 80, en una mezcla que 
contenía DON, NIV y T-2, al que se dio el nombre de “lluvia amarilla” (Bennet y Klich, 
2003; Marshall, 1982). 
Los tricotecenos fueron identificados en primer lugar como inhibidores de la 
síntesis proteica en eucariotas al unirse al ribosoma e inhibir la actividad peptidil-
transferasa (Bennet y Klich, 2003; Brown et al., 2001). Sin embargo, posteriormente se 
les atribuyeron múltiples efectos sobre las células eucariotas, entre ellos inhibición de la 
síntesis de DNA y de RNA, interrupción de la división celular y efectos negativos sobre 
la estructura de las membranas y la integridad de la función mitocondrial (Rocha et al., 
2005); los diferentes tipos de tricotecenos presentan diferentes efectos tóxicos (Bin-
Umer et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Estructura química general de los tricotecenos tipo A (izquierda) y tipo B (derecha). Entre los 
del tipo A se incluyen: las toxinas T-2 y HT-2, el 4,15–deacetoxiscirpenol (4,15 – DAS) y el neosolaniol 
(NEO); entre los del tipo B se incluyen el nivalenol (NIV), el 4-acetilnivalenol (4-ANIV) y el 
deoxinivalenol (DON). Adaptado de Kimura et al., 2007. 
 
 
 
 
   Capítulo 1 
  
37 
 
Los tricotecenos constituyen una familia de más de 60 metabolitos 
sesquiterpenoides producidos por diferentes géneros fúngicos como Fusarium, 
Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma, Trichotecium y otros (Cole y 
Cox, 1981; Scott, 1989; Ueno, 1987). Todos los tricotecenos comparten un núcleo 
tricíclico llamado tricodieno y caracterizado por un doble enlace en la posición 9,10 y 
un grupo epóxido entre los carbonos 12 y 13 (figuras 10 y 11) (Desjardins y Proctor, 
2007). En el tricodieno existen cinco posiciones que pueden albergar grupos hidroxilo o 
acetilo, y esto otorga una gran diversidad estructural a la molécula (figura 10) (Foroud y 
Eudes, 2009).  
En base a sus grupos funcionales, existen cuatro tipos de tricotecenos producidos 
por especies fúngicas: los tipos A, B, C y D, perteneciendo los sintetizados por 
Fusarium solamente a los grupos A y B (Krska et al., 2001). Los del tipo A son más 
tóxicos que los del tipo B (Visconti et al., 1991). Los primeros se caracterizan por la 
ausencia de un grupo ceto en el carbono 8 (figura 10). Son producidos principalmente 
por las especies F. sporotrichioides y F. poae, aunque también los sintetizan otras 
especies como F. equiseti, F. sambucinum o F. acuminatum (tabla 2). Tricotecenos de 
este tipo son las toxinas T-2 y HT-2 y el diacetoxiscirpenol (Barros et al., 2012; 
Bottalico y Perrone, 2002; Ismail et al., 2013; Mirocha et al., 2003; Moss y Thrane, 
2004). Al contrario de los del tipo A, los tricotecenos de tipo B sí presentan un grupo 
ceto en el carbono 8 (figura 10). Los más importantes son el deoxinivalenol, el 
nivalenol y los derivados de ambos, siendo el primero más frecuente que el NIV, 
aunque menos tóxico. Los principales productores de tricotecenos tipo B son las 
especies F. graminearum y F. culmorum, aunque también son sintetizados por otras 
especies como F. equiseti, F. avenaceum o F. pseudograminearum (tabla 2) (Barros et 
al., 2012; Bottalico y Perrone, 2002; Mirocha et al., 2003; Moss y Thrane, 2004; 
Yekkour et al., 2015).   
Aunque todavía no se conoce la ruta completa de biosíntesis de tricotecenos, 
muchos de los genes que participan en ella han sido aislados y estudiados (Brown et al., 
2001; Kimura et al., 2001; Meek et al., 2003). Esta ruta (figura 11) comienza con la 
ciclación del farnesil pirofosfato, catalizada por la enzima tricodieno sintasa, la cual está 
codificada por el gen TRI5. A continuación, una citocromo P450 monooxigenasa 
codificada por el gen TRI4 cataliza los siguientes pasos, en total 8 oxigenaciones y 
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cuatro esterificaciones que dan lugar al isotricotriol, formando tras dos isomerizaciones 
no enzimáticas y una ciclación el isotricodermol, esqueleto de la estructura del 
tricoteceno (figura 11). Posteriormente se dan diversos cambios catalizados por diversas 
enzimas que darán los diferentes tipos de tricotecenos y sus derivados (McCormick et 
al., 2011). Esta ruta de síntesis hace que las cepas de Fusarium puedan producir 
diferentes tipos de tricotecenos, lo cual confiere variabilidad a nivel específico, ya que 
distintas cepas de una misma especie podrán sintetizar diferentes tricotecenos; por 
ejemplo, en Chandler et al. (2003) se describen cepas de F. culmorum y F. 
graminearum de quimiotipo NIV o DON. Existe además la posibilidad de que una cepa 
produzca simultáneamente NIV y DON (Llorens et al., 2004).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Esquema de la ruta de biosíntesis de los tricotecenos. Las flechas discontinuas indican otros 
pasos intermedios no reflejados en el esquema.  Las letras “Fg” delante del gen indican la especie F. 
graminearum. Las letras Fs delante del gen indican la especie F. sporotrichioides. Adaptado de 
McCormick et al., 2011. 
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En la ruta de biosíntesis de tricotecenos intervienen 12 genes corregulados que 
se encuentran en un cluster de 25 Kb (figura 12). El gen TRI5 constituye el centro 
topográfico del mismo. De los 12 genes que presenta el cluster, 10 de ellos son 
estrictamente necesarios para la síntesis de estas micotoxinas, entre ellos TRI6, TRI10 y 
TRI5, siendo este último el más empleado en estudios de expresión, ya que se ha 
descrito una correlación positiva entre la expresión de este gen y la cantidad de DON 
producida (Doohan et al., 1999; Vegi et al., 2011). Además, existen cuatro genes 
adicionales localizados fuera del cluster: TRI1, TRI16, TRI101 y TRI15 (Desjardins y 
Proctor, 2007; McCormick et al., 2006).  
 
   
 
Figura 12: Cluster con los genes de la síntesis de tricotecenos de F. verticillioides. Adaptado de Mousa y 
Raizada, 2015. 
 
 Las especies F. sporotrichioides y F. graminearum han sido claves a la hora de 
dilucidar la ruta de biosíntesis de los tricotecenos de tipo A y B respectivamente (Brown 
et al., 2001; Kimura et al., 2003; McCormick et al., 2011). 
1.2.3. Zearalenona 
Aislada y caracterizada por primera vez por Urry et al. (1966) a partir de 
Gibberella zeae (= F. graminearum), la zearalenona es una micotoxina única tanto a 
nivel estructural como funcional (Glenn, 2007). Las únicas especies productoras de 
zearalenona son F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum, F. 
pseudograminearum, F. equiseti y F. semitectum (tabla 2). Estas especies contaminan 
cereales de grano pequeño por todo el mundo, variando su incidencia y niveles de 
contaminación según los factores ambientales en los que se encuentra el hongo (Bennet 
y Klich, 2003). Su estructura química se define como 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-
undecenil)-β-ácido resorcíclico lactona (figura 13).  
 
 
TRI8 TRI7 TRI3 TRI4 TRI6 TRI5 TRI10 TRI9 TRI11 TRI12 TRI13 TRI14 
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Figura 13: Estructura química de la zearalenona.  
 
Aunque está considerada en la literatura como una micotoxina, en realidad sus 
efectos tóxicos para el ser humano son muy escasos. Presenta actividad estrogénica, 
debida a  su similitud con la estructura química de los estrógenos, en particular del 17-
β-estradiol, la principal hormona producida por el ovario humano (Kuiper-Goodman et 
al., 1987). La ingestión de zearalenona no produce micotoxicosis graves y sólo a muy 
altas concentraciones puede producir efectos inmunosupresores o adenocarcinomas 
(Berek et al., 2001; Creppy, 2002). En animales sí se han observado efectos más 
perjudiciales, de tal manera que una ingestión de solamente 1,0 mg/kg puede ocasionar 
síndromes hiperestrogénicos en cerdos, mientras que un consumo mayor disminuye la 
fertilidad, provoca abortos y lleva a otros problemas en diferentes especies de ganado 
bovino, ovino y porcino (Bennet y Klich, 2003; El-Nezami et al., 2002).   
 La legislación europea establece unos límites máximos permitidos de 
zearalenona de 0,35 mg/kg para maíz no elaborado, 0,1 mg/kg en otros cereales no 
elaborados y 0,075 mg/kg para cereales destinados al consumo humano directo y harina 
de cereales (Comisión Europea de Regulación Nº 1126/2007).  
 1.2.3. Moniliformina, beauvericina, fusarina C y fusaproliferina 
La moniliformina fue caracterizada en 1979 por Burmeister et al. a partir de F. 
moniliforme (= F. proliferatum). Esta micotoxina la producen exclusivamente especies 
de Fusarium y aunque se ha demostrado su toxicidad para las aves de corral, no se había 
asociado a ninguna enfermedad crónica o aguda en animales o seres humanos 
(Burmeister et al., 1979; Leslie et al., 2005; Marasas et al., 1991). No obstante, estudios 
recientes han demostrado una elevada toxicidad en ratas (Jonsson et al., 2015). Esta 
micotoxina la producen las especies F. proliferatum, F. avenaceum, F. fujikuroi, F. 
nygamai, F. pseudonygamai, F. subglutinans y F. thapsinum en cantidades elevadas 
(tabla 2) (Desjardins et al., 1997; Leslie et al., 1996). Se trata de una sal sódica o 
potásica cuya fórmula química es 1-hidroxiciclobut-1-en-3,4-diona (Fotso et al., 2002) 
 
   Capítulo 1 
  
41 
 
(figura 14). Se ha descrito una alta mortalidad en pollos por el consumo de piensos 
contaminados con moniliformina; su toxicidad radica en la inhibición del ciclo de Krebs 
produciendo hipertrofia cardiaca y desórdenes hematológicos (Convoka et al., 2003; 
Logrieco et al., 2002).    
 
 
 
 
         Figura 14: Estructura química de la moniliformina.  
 
 Las eniantinas, producidas principalmente por las especies F. proliferatum, F. 
subglutinans, F. poae, F. oxysporum, F. avenaceum, F. sambucinum y F. tricinctum 
(Bottalico y Perrone, 2002; Logrieco et al., 2002; Nicholson et al., 2004), son 
depsipéptidos hexacíclicos no ribosomales. Se han aislado hasta 10 eniantinas 
diferentes, siendo la más importante la beauvericina (figura 15). Esta micotoxina, es un 
agente quelante que presenta propiedades insecticidas y antibióticas (Glenn et al., 2007; 
Logrieco et al., 1998). La beauvericina fue aislada por primera vez del hongo Beauveria 
bassana, muy tóxico para ciertos insectos (Desjardins, 2006). Aunque esta micotoxina 
se acumula en el maíz y el trigo contaminados por Fusarium, no se asocia a 
enfermedades en animales, si bien se ha comprobado que induce la apoptosis en células 
de mamíferos (Desjardins, 2006; Logrieco et al., 2002). Las especies que la producen 
son F. pseudoantophilum, F. avenaceum, F. fujikuroi, F. globosum, F. nygamai, F. 
poae, F. proliferatum y F. subglutinans (tabla 2).  
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 15: Estructura química de la beauvericina. 
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La fusarina C es una micotoxina que resulta de gran importancia debido a su 
carácter mutagénico (Desjardins, 2006; Gelderblom et al., 1984). Todas las fusarinas 
presentan un poliquétido como esqueleto común, pero difieren en el resto de su 
estructura química. Por ejemplo, la fusarina C presenta un epóxido entre los carbonos 
13 y 14 y una cadena de etanol (figura 16) (Glenn et al., 2007). Las especies de 
Fusarium productoras de fusarina C son F. avenaceum, F. crookwellense, F. culmorum, 
F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides y F. verticillioides, entre otras (tabla 2) 
(Desjardins, 2006). Esta toxina no está directamente implicada en enfermedades en 
seres humanos o animales. 
 
 
 
 
Figura 16: Estructura química de la fusarina C. 
 Por último, la fusaproliferina es un metabolito sesterterpeno (figura 17) 
sintetizado por algunas especies de Fusarium pertenecientes al FFSC (tabla 2). Las más 
importantes son F. proliferatum  y F. subglutinans, ya que producen niveles elevados de 
esta toxina que se encuentra comúnmente en el maíz contaminado (Desjardins, 2006; 
Shephard et al., 1999). Sin embargo, los elevados índices de contaminación no suponen 
un grave problema ya que la fusaproliferina no ha sido asociada a ninguna enfermedad 
animal o humana, aunque estudios experimentales han demostrado que es citotóxica 
para mamíferos e insectos (Fornelli et al., 2004; Logrieco et al., 1996). Además de las 
dos especies indicadas anteriormente, F. globosum y F. pseudonygamai también 
producen fusaproliferina (Fotso et al., 2002; Glenn, 2007; Shephard et al., 1999).    
 
 
 
 
 
Figura 17: Estructura química de la fusaproliferina. 
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1.2.4. Otras micotoxinas producidas por Fusarium 
 Además de las mencionadas anteriormente, se han descrito otras toxinas que son 
sintetizadas por Fusarium como por ejemplo el butenílido, producido por F. 
graminearum; la equisetina, sintetizada por F.equiseti y F. semitectum; o el ácido 
fusárico, de F. proliferatum.    
1.3. Factores que determinan el crecimiento fúngico y la producción 
de micotoxinas 
Durante su ciclo vital en cereales, las especies del género Fusarium colonizan 
diferentes sustratos, como por ejemplo el suelo, diversos tejidos de sus hospedadores, y 
además permanecen en los residuos de la cosecha donde sobreviven de una manera muy 
eficaz. Las esporas se dispersan principalmente por la lluvia y el viento (figura 18), de 
tal manera que unas condiciones climáticas lluviosas y templadas en la etapa de 
floración favorecerán la infección (Jurado et al., 2008; Marín et al., 2010a). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 18: Ciclo de la enfermedad de Fusarium spp. Adaptado de Schmale y Bergstrom, 2003.  
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 De todos los factores ambientales que influyen en el crecimiento o la síntesis de 
toxinas en el género Fusarium, los dos más importantes son la temperatura y el estrés 
hídrico, expresado este último en valores de potencial hídrico (ψw) o actividad de agua 
(aw) (Munkvold, 2003). Además, otros factores como el sustrato, el pH o los niveles de 
gases disponibles en la atmósfera pueden influir en gran medida en el hongo (Arroyo et 
al., 2005; Belli et al., 2004; Mitchell et al., 2004; Skrinjar y Dimic, 1992; Valero et al., 
2006).  
 Conocer las condiciones ambientales que favorecen el crecimiento fúngico o la 
biosíntesis de micotoxinas es esencial para poder predecir el riesgo potencial que tiene 
un determinado cultivar de estar contaminado con un determinado hongo o su toxina. Si 
bien, aunque las condiciones ambientales en el campo son difíciles de controlar, sí 
pueden serlo durante el almacenamiento. De cualquier manera, conocer las condiciones 
óptimas de crecimiento y producción de toxinas es esencial para poder comprender los 
procesos y predecir y prevenir, con medidas de control adecuadas, la aparición de 
enfermedades y la acumulación de micotoxinas sobre los cereales, tanto en el campo 
como en su posterior almacenamiento (Charmley et al., 1994). 
1.3.1. Temperatura 
   La temperatura es uno de los principales factores que afectan al crecimiento 
fúngico y a la producción de toxinas. Cada especie fúngica presenta una temperatura 
mínima, óptima y máxima para su crecimiento (Lacey, 1989) y para la síntesis de sus 
toxinas. En muchas ocasiones, la temperatura óptima para la síntesis de micotoxinas no 
coincide con la de crecimiento, lo cual supone que tras temperaturas que pueden 
originar una acumulación de masa fúngica, debido a una variación de las condiciones 
ambientales, esta puede comenzar a sintetizar una elevada cantidad de micotoxinas.  
 En general, los hongos presentan un amplio rango de temperaturas que permiten 
su crecimiento, yendo desde los 4ºC hasta los 65ºC en algunas especies. No obstante, la 
mayoría de los hongos que crecen sobre cereales lo hacen entre 0ºC y 35ºC (Lacey, 
1989; Marín et al., 2004; Ramírez et al., 2006). La temperatura influirá además sobre 
otros factores, como el estrés hídrico o el sustrato. Cada factor separadamente, así como 
sus interacciones, determinarán las especies que colonizan el cereal, estableciendo las 
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que son más tolerantes a según cuales condiciones ecofisiológicas (Magan y Aldred, 
2007).    
1.3.2. Estrés hídrico 
 Además de la temperatura, otro de los factores fundamentales que determinan el 
crecimiento y la síntesis de toxinas del hongo es la disponibilidad de agua, la cual 
limitará el crecimiento fúngico y la germinación de las esporas. El estrés hídrico se 
expresa en niveles de actividad de agua (aw) o de potencial hídrico (ψw), empleándose 
este último para ecosistemas terrestres. El potencial hídrico es una medida de la fracción 
del contenido total de agua disponible para el crecimiento microbiano o fúngico, 
expresado en megapascales (MPa). El potencial hídrico se descompone en tres factores: 
el potencial osmótico, el potencial matricial y el potencial de turgor (Magan y Aldred, 
2007). Para relacionar el potencial hídrico con la actividad de agua se emplea la 
siguiente fórmula: 
        
  
 
       
R = constante universal de los gases ideales  T = temperatura absoluta 
P = presión atmosférica    V = volumen de un mol de agua 
  
 El valor de actividad de agua de 1,0 corresponde al agua destilada, e indica una 
disponibilidad de agua total. La mayoría de las especies fúngicas que crecen sobre 
cereales presentan una aw de agua mínima para el desarrollo de alrededor de 0,70, 
mientras que el crecimiento de la masa fúngica sólo se da a partir de 0,90 (Marín et al., 
2004; Palmero et al., 2008; Sanchís et al., 2006). En la tabla 5 aparecen representadas 
las equivalencias entre ψw y aw empleadas en esta tesis. 
 
Potencial hídrico (ψw)  Actividad de agua (aw) 
-0,7 MPa 
= 
0,995 
-2,8 MPa 0,982 
-7,0 MPa 0,955 
 
Tabla 5: Equivalencias de los valores de ψw (expresados en MPa) con sus valores correspondientes de aw. 
Aparecen los más empleados en este trabajo. 
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 Al igual que ocurre con la temperatura, los valores de potencial hídrico 
permisivos para el crecimiento fúngico a menudo no coinciden con los de producción de 
toxinas. Además, existen interacciones entre el potencial hídrico y otros factores 
ecofisiológicos, como la temperatura o el sustrato (Lacey y Magan. 1991; Mateo et al., 
2004; Ramírez et al., 2006; Schmidt-Heydt et al., 2008).  
1.3.3. Sustrato 
 El efecto que el sustrato ejerce sobre el hongo en su crecimiento y síntesis de 
toxinas es un factor que ha de tenerse muy en cuenta, ya que diferentes sustratos 
presentan diferentes características que afectarán al hongo. Parámetros físicos como la 
disponibilidad de oxígeno, la actividad de agua o la conductividad térmica, y químicos 
como el contenido en minerales y grasas, la fuente de carbono disponible o la 
composición en aminoácidos, influirán en la biología del hongo de forma positiva o 
negativa (LeBars, 1982). Por ejemplo, estudios previos han revelado una inhibición de 
la síntesis de micotoxinas mediante el uso de ácido ferúlico, flavonoides (tricotecenos) o 
bicarbonato sódico o amónico  en la composición del sustrato (Boutigny et al., 2009; 
Desjardins y Plattner, 1998; Gardiner et al., 2009b; Samapundo et al., 2007a). Especial 
interés requiere la fuente de carbono disponible en el sustrato, ya que algunos hongos 
toxígenos utilizan el almidón como única fuente de carbono para su crecimiento (Bluhm 
y Woloshuk, 2005; Roussos et al., 2006), por lo que sustratos con mayor cantidad de 
almidón favorecerán el crecimiento de estos hongos.  
 Estudiar el efecto del sustrato es complicado, ya que requiere estudios en campo 
sobre el medio natural difíciles de llevar a cabo. La mayoría de los estudios se realizan 
sobre medios sintéticos, sin tener en cuenta el efecto de los diferentes sustratos. Sin 
embargo, trabajos realizados sobre medios con componentes naturales como extractos, 
harinas o granos de cereales, se consideran hasta el momento una buena aproximación a 
las condiciones que se dan en los sustratos naturales (Gil-Serna et al., 2015; Pardo et al., 
2005;  Stępień et al., 2015), y han revelado la existencia de ciertas diferencias con los 
estudios realizados en medio sintético (Llorens et al., 2004; Marín et al., 2004; Ramírez 
et al., 2006). En el capítulo 4 de este trabajo se amplía la información sobre el efecto del 
sustrato. 
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1.3.4. pH 
El pH es una de las propiedades químicas más importantes del suelo, debido al 
significativo efecto que ejerce tanto sobre las características físicas, químicas y 
biológicas de este, como también sobre el rendimiento de los cultivos (Cepeda, 1999; 
Jackson, 1970; Pereira et al., 2007). Este factor influye en gran medida en otros factores 
abióticos como la fuente de carbono, los nutrientes disponibles o la solubilidad de los 
metales (Aciego Pietri y Brooks, 2008; Andersson et al., 2000; Kemmitt et al., 2006, 
2006; Rousk et al., 2009), por lo que puede determinar desde el punto de vista biológico 
el tipo de organismo que se desarrolle sobre un sustrato, tanto en medios naturales como 
en cultivos (Bååth y Anderson, 2003; Frostegård et al., 1993; Rousk et al., 2009). El 
estudio del efecto del pH es una tarea complicada, ya que modificaciones en este 
provocarán cambios en otros factores, siendo difícil separarlos.  
Los hongos se desarrollan con facilidad en pHs ácidos, siendo el pH óptimo para 
la mayoría de especies contaminantes de vegetales de 5,6. En general, el crecimiento 
fúngico se da a pHs entre 3 y 7, aunque ciertas especies pueden crecer a pHs mayores, y 
sobre todo menores, como por ejemplo Aspergillus niger y Penicillium funiculosum, 
capaces de crecer a pH 2 y menor. pHs extremos dificultan el crecimiento fúngico y 
activan la síntesis de metabolitos secundarios (Holmquist et al., 1983). Estudios previos 
han demostrado que pHs ácidos causan un aumento de la síntesis de toxinas. Por 
ejemplo, Flaherty et al. (2003) observaron un aumento en la síntesis de fumonisinas por 
parte de F. verticillioides que no se producía a un pH alcalino, y Gardiner et al.  (2009a) 
comprobaron un aumento de la expresión del gen TRI5 y de la concentración de DON 
en F. graminearum a pH 3,5 que no se producía a pHs mayores.  
1.3.5. Concentración de gases atmosféricos 
 La sensibilidad que presenta cada especie fúngica a los niveles 
atmosféricos de oxígeno (O2), dióxido de carbono (CO2) y nitrógeno es un factor a tener 
en cuenta, en especial durante el almacenaje. Tanto el crecimiento fúngico como la 
síntesis de micotoxinas se ven influidos por las cantidades disponibles de estos tres 
gases, particularmente de los dos primeros (Pitt y Hocking, 1985). 
Los hongos del género Fusarium requieren una atmósfera aerobia para su 
crecimiento. Gunner y Alexander (1964) probaron que la especie F. oxysporum era 
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capaz de crecer en condiciones anaerobias mediante el enriquecimiento del medio con 
diferentes iones; sin embargo, se trata de un caso extraordinario, y no existen evidencias 
de que ninguna otra especie sea capaz de ello. No obstante, la cantidad de O2 disponible 
puede ser muy baja, habiéndose registrado crecimiento incluso en atmósferas 
modificadas al 2% de O2 (Samapundo et al., 2007c). 
La producción de toxinas parece ser más sensible a los niveles de gases 
atmosféricos que el crecimiento fúngico. Estudios previos han comprobado que para F. 
proliferatum, atmósferas del 20% de O2 provocan una reducción en la síntesis de 
toxinas; este mismo efecto se consigue en la especie F. verticillioides con atmósferas de 
70% de O2 (Samapundo et al., 2007c). En cuanto al efecto de la concentración de CO2, 
atmósferas modificadas al 10% y 30-40% de CO2 produjeron inhibición de la síntesis de 
FB1 en F. verticillioides y F. proliferatum respectivamente, si bien no inhibían el 
crecimiento fúngico (Samapundo et al., 2007b). 
Por último, niveles bajos de nitrógeno son responsables de una activación de la 
ruta de síntesis de micotoxinas (Snoeijers et al., 2000). Diversos estudios han 
demostrado que una concentración baja de nitrógeno aumenta en gran medida la síntesis 
de los genes FUM1y FUM6 y la cantidad de fumonisinas en F. proliferatum (Kohut et 
al., 2009), así como la cantidad de tricotecenos sintetizados por F. graminearum 
(Walkowiak y Subramaniam, 2014). 
1.3.6. Interacciones microbianas 
 Las especies fúngicas en el campo, y sobre todo durante el almacenamiento, 
entran en contacto con otras especies de hongos y con el resto de la microbiota  del 
grano. Todos estos componentes interactúan entre sí, provocando cambios en las 
poblaciones de organismos, de tal manera que el crecimiento y la síntesis de 
micotoxinas se pueden inhibir, estimular o no sufrir efecto alguno debido a estas 
interacciones (Azcón et al., 1991; Cuero et al., 1988). Estos efectos se dan normalmente 
por la competitividad que se crea por los nutrientes del medio (Wicklow et al., 1980). 
Estudios realizados en los que se suplementaba el medio con azúcares o aminoácidos 
requeridos por los hongos, reducían la competitividad entre ellos al tener disponibles  
los nutrientes necesarios (Mehl y Cotty, 2013). 
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 Existen diferentes especies que comparten nicho ecológico en la naturaleza. Los 
géneros Fusarium, Penicillium y Aspergillus colonizan los granos de cereales y en 
particular, coexisten en el maíz. Estudios previos han demostrado la dominancia en el 
crecimiento de F. verticillioides frente a otros géneros, como Aspergillus flavus, u otras 
especies de Fusarium como F. graminearum (Marín et al., 2004). Además, 
determinados estudios han sugerido que la producción de toxinas se ve también influida 
por esta competitividad, obteniendo resultados de inhibición de la producción de 
fumonisinas por parte de F. verticillioides y F. proliferatum al encontrarse en presencia 
de F. graminearum, mientras que la producción de zearalenona de F. graminearum no 
se vería alterada por las otras dos (Velluti et al., 2000).  
De igual manera que ocurría en casos anteriores, las interacciones microbianas 
se ven influenciadas en gran medida por la interacción con otros factores, como las 
condiciones ambientales. Diversos estudios han puesto de manifiesto que en 
determinados escenarios de temperatura y potencial hídrico, existe una reducción del 
crecimiento por parte de F. proliferatum y F. verticillioides en presencia de F. 
graminearum (Marín et al., 1998; Velluti et al., 2000). Además, el sustrato también 
interfiere con las interacciones entre especies, ya que se ha determinado que F. 
verticillioides y A. flavus ocupan realmente nichos diferentes, ya que utilizan diferentes 
fuentes de carbono, y sólo ocurre una prevalencia de F. verticillioides sobre A.flavus 
bajo condiciones extremas (Giorni et al., 2009). Se ha determinado que las especies que 
presentan macroconidios son más competitivas, por lo que el tipo de conidios es otro 
factor importante de la competitividad, además de las condiciones ambientales 
(Wagacha et al., 2012). 
 1.3.7. Insectos 
 Tanto los hongos fitopatógenos como los insectos herbívoros interaccionan en 
los cultivos, ocasionando importantes efectos en las poblaciones vegetales: reducen su 
crecimiento y reproducción, alteran su competitividad con otras especies y afectan a su 
mortalidad. Estas interacciones pueden ser directas o indirectas. En las primeras, el 
hongo y el insecto tienen efectos entre sí, como por ejemplo insectos que se alimentan 
de esporas fúngicas, u hongos que colonizan la planta a través de heridas producidas por 
los insectos. Por otro lado, las interacciones indirectas son aquellas en las que uno de los 
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colonizadores provoca alteraciones en el hospedador vegetal que afectan al otro 
(Hatcher, 1995).  
 En el caso de los cultivos, son muy importantes los efectos de los insectos sobre 
el grano que causan deterioros en este durante y tras la cosecha, de manera que dañan la 
parte exterior de la semilla. Esto favorece al hongo en diferentes aspectos, ya que 
facilita su entrada al interior del grano, crea un ambiente propicio para el crecimiento 
fúngico debido a su actividad metabólica y respiración y además, los insectos pueden 
actuar como vectores transportando esporas fúngicas (Dunkel, 1988; Sinha y Wallace, 
1966).  
 Diferentes estudios han puesto de manifiesto una reducción del contenido de 
micotoxinas sobre el hospedador tras el empleo de pesticidas que disminuyen las 
poblaciones de insectos (Folcher et al., 2009). Además, el uso de “maíz Bt”, variedad 
transgénica resistente a diversos insectos como el taladro del maíz (Ostrinia nubilalis), 
reduce el daño que esta especie vegetal sufre por insectos y, como consecuencia, reduce 
la infección por parte de especies del género Fusarium y finalmente, la producción de 
toxinas (Folcher et al., 2009; Kumar et al., 2008). Esto sugeriría una relación entre el 
daño producido por los insectos sobre la planta, y el grado de infección fúngica de ese 
mismo hospedador (Cardwell et al., 2000).  
1.4.  Cereales: medidas de control y prevención de la contaminación 
por hongos toxígenos 
  Como ya se ha comentado, los hongos toxígenos son importantes contaminantes 
que provocan efectos devastadores en productos agrícolas y semillas, tanto en el campo 
y durante su almacenaje, como en las etapas de procesado e incluso de venta, y reducen 
su valor nutritivo (Jimoh y Kolapo, 2008). Además, al afectar directamente al ser 
humano y los animales de interés agroalimentario, suponen también un importante 
problema de salud pública. Por lo tanto, estos hongos ocasionan grandes pérdidas 
económicas y aumentan además los costes de producción, que deben incluir las medidas 
de control y prevención para tratar de reducir su impacto. Existen diferentes estrategias 
que pueden ser utilizadas a la hora de controlar el crecimiento fúngico y la biosíntesis 
de micotoxinas en semillas y productos derivados de cereales, tales como tratamientos 
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químicos, el uso de conservantes alimenticios o métodos físicos o biológicos (Anjorín et 
al., 2013).  
La elección del método adecuado es un factor importante, ya que algunos de 
ellos requieren el uso de  equipos o productos químicos que a menudo son costosos, y 
en ocasiones el uso de estos últimos causa contaminación ambiental, riesgos para la 
salud y afecta al balance ecológico natural (Yassin et al., 2011). Por ello, otras medidas 
como la aplicación de tratamientos térmicos o el uso de productos naturales como 
extractos de plantas o aceites esenciales ofrecen la oportunidad de evitar conservantes 
químicos y el riesgo que supone el uso de fungicidas (Juárez-Becerra et al., 2010; 
Yassin et al., 2012). Sin embargo, en muchas ocasiones, se hace necesario el uso de 
productos químicos como los fungicidas para reducir la contaminación fúngica a niveles 
aceptados por la legislación. 
 Las medidas de prevención se centran principalmente en las buenas prácticas 
agrícolas e industriales, y tienen como objetivo evitar la contaminación y así garantizar 
la salubridad de los productos alimenticios para que lleguen en condiciones óptimas a 
los seres humanos y los animales que los van a consumir. Para ello, se ha desarrollado 
una herramienta de identificación, evaluación y control de los peligros potenciales que 
afectan a la seguridad de los alimentos: la HACCP, el Análisis de Peligros y Puntos de 
Control Crítico. Los Puntos de Control Crítico (CCP) son las etapas del proceso en las 
cuales se hace posible llevar a cabo medidas de control para prevenir, eliminar o reducir 
un peligro hasta niveles considerados aceptables. En el VI Programa Marco de la Unión 
Europea se incluyó el HACCP como prioridad en el campo de la seguridad y calidad 
alimentaria (Comisión Codex Alimentarius, 2002). 
 La formación de las micotoxinas puede ocurrir durante las diferentes etapas por 
las que pasan los cereales: la precosecha, la cosecha, el procesado y el almacenamiento 
(Cleveland et al., 2003; Perrone et al., 2007). Entre estas, las que cobran mayor 
importancia para el género Fusarium son la precosecha (especialmente durante la 
floración) y la cosecha (Marín et al., 2004; Ramírez et al., 2004). Por lo tanto, el control 
de las micotoxinas producidas por estas especies se centra en dos estrategias: en primer 
lugar la inhibición o reducción del crecimiento del hongo sobre el cereal y prevención 
así de la contaminación toxígena, y en segundo lugar la eliminación de las micotoxinas 
que hayan crecido sobre el cereal (Kabak et al., 2006). 
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 1.4.1. Medidas preventivas para las especies de Fusarium spp. 
 A la hora de evitar la contaminación en el campo, lo más importante es el 
empleo de buenas prácticas agrícolas. Estas pueden incluir la rotación de los cultivos, el 
arado en profundidad o la elección de cultivares poco susceptibles a la contaminación 
fúngica, entre otras (Blandino et al., 2012; Chulze et al., 2015). Además, para reducir 
este tipo de contaminación, se emplean diversos fungicidas y otras sustancias capaces 
de inhibir el crecimiento fúngico (Velluti et al., 2003; Ramírez et al., 2004). Hay que 
indicar que la aplicación de fungicidas viene planteando problemas en los últimos años, 
ya que los consumidores demandan cada vez más alimentos frescos o mínimamente 
procesados, que no hayan sido tratados con sustancias conservantes o antimicrobianas, 
por lo que se trata de reducir el uso de estos aditivos químicos (Magan, 2006); de 
acuerdo con ello, la normativa sobre los límites en la plicación de fungicidas en la UE 
se va endureciendo de forma sistemática (Directiva 2009/128/EC). No obstante, la 
utilización de fungicidas es en ocasiones la única opción para el control fúngico. Los 
fungicidas más empleados contra el crecimiento de Fusarium son: 
- Benzimidazoles (benomilo, carbendazima, metil tiofanato, tiabendazol, 
fuberidazol), cuyos componentes inhiben la formación de los microtúbulos. 
- Triazoles (tebuconazol, protioconazol, ciproconazol), que afectan a la 
composición de la membrana celular. 
- Isoxazoles (himexazol), que inhibe la síntesis de DNA. 
Aunque existen límites legales de residuo de estos productos antifúngicos fijados 
por la EU, el estudio del uso de los fungicidas debe ampliarse para asegurar la mayor 
eficacia con el menor impacto tanto ambiental, como en la salud humana (Marín et al., 
2013). Estudios previos han demostrado que diversos compuestos antifúngicos pueden 
actuar en ocasiones como factores de estrés, principalmente ambientales, que pueden 
llegar incluso a activar la síntesis de micotoxinas en lugar de reducir la presencia de 
estos compuestos (Edwards y Godley, 2010; Haidukowski et al., 2005; Ioos et al., 2005; 
Mateo et al., 2011; Marín et al., 2013; Ramírez et al., 2004). Por otro lado, existen 
evidencias de la aparición de resistencias frente algunos de los fungicidas más comunes 
empleados en agricultura, así como de variabilidad en la eficacia entre las distintas 
especies e inclusi a nivel intraespecífico (Scherm et al., 2013; Spolti et al., 2014; Talas 
and MacDonald, 2014). Por ello, son esenciales los estudios más detallados sobre los 
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efectos que tienen los agentes antifúngicos en las especies diana (patógenos y 
toxígenos). 
 Durante las posteriores etapas de cosecha y almacenaje, se emplean otras 
medidas de control y prevención. Realizar la cosecha cuando el grano está seco y 
controlar las condiciones de temperatura y humedad del grano almacenado así como la 
presencia de insectos, son acciones importantes para evitar la síntesis de micotoxinas, 
las cuales pueden continuar sintetizándose ya que la presencia fúngica continúa tras la 
cosecha (Aldred y Magan, 2004). 
1.4.2. Eliminación de las micotoxinas sintetizadas por las especies de 
Fusarium spp. en cereales 
 Para la eliminación de las micotoxinas una vez que están ya presentes en los 
cereales se emplean diferentes métodos, que pueden ser clasificados en métodos 
naturales, físicos, microbiológicos y químicos (Borrell y Gimeno, 2003): 
- Métodos naturales: como la utilización de los ácidos tauricólico, glucurónico o 
sulfúrico, los cuales se conjugan con las micotoxinas dando lugar a metabolitos 
atóxicos que se eliminan por bilis y orina. 
- Métodos físicos: como las radiaciones con rayos X o los tratamientos con calor, 
que rompen las moléculas de las micotoxinas. 
-  Métodos microbiológicos: ya que diferentes bacterias y hongos presentan la 
capacidad de modificar la estructura de las micotoxinas y así evitar sus efectos 
perjudiciales. 
- Métodos químicos: como insecticidas, solventes o agentes químicos reactivos 
como ácidos, agentes oxidantes, carbón activo o silicatos de aluminio, entre 
otros. 
Sin embargo, todos estos tratamientos que tienen como objetivo la eliminación 
de las micotoxinas ya presentes sobre el cereal presentan normalmente inconvenientes. 
Por ejemplo, los métodos térmicos resultan poco eficaces ya que las altas temperaturas 
afectan a las vitaminas y proteínas del alimento, y muchos de los métodos químicos se 
considera que son poco seguros para la salud pública. De todos los métodos de 
detoxificación expuestos anteriormente, los más empleados actualmente son los 
silicatos, ya que a diferencia de otros métodos no crean problemas de residuos, no 
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modifican las características organolépticas del producto, no producen reacciones 
parciales ni crean metabolitos tóxicos y no tienen un precio demasiado elevado (Borrell 
y Gimeno, 2003).  
Es especialmente aconsejable la detección temprana de las especies 
micotoxigénicas de Fusarium. Para ello, se requieren métodos que permitan la 
identificación del material contaminado, con el fin de tomar medidas que eviten que ese 
producto contaminado pase a la cadena alimentaria o que pueda contaminar otros 
productos o cultivos. Los métodos más utilizados en un principio para este fin eran 
químicos o inmunológicos, orientados a la búsqueda de una micotoxina en particular. 
Sin embargo, los métodos de diagnóstico basados en el DNA de determinadas especies 
de Fusarium que se vienen desarrollando en los últimos años son mucho más eficaces y 
rápidos (Patiño et al., 2004; Jurado et al., 2005; 2006; Marín, 2010). Además, los 
estudios detallados sobre las especies de Fusarium contaminantes, que incluyan su 
caracterización filogenética y el estudio de los factores ecofisiológicos que determinan 
su crecimiento y producción de micotoxinas, aporta una información muy valiosa para 
poder elaborar estrategias de prevención y control adecuadas a estas especies durante la 
fase de campo y de almacenamiento del grano. 
 
1.5. Análisis del cambio climático 
De acuerdo a la opinión de un consenso general, el clima global está cambiando. 
En los últimos años, este tema ha adquirido una especial relevancia, y cada vez recibe 
mayor atención tanto por parte de la comunidad científica y política, como de la 
población en general. La Convención de las Naciones Unidas por el Cambio Climático 
lo define como un “cambio en las condiciones climatológicas atribuido directa o 
indirectamente a la actividad humana, que altera la composición global de la atmósfera 
y cuyos efectos se observan en el tiempo”. Además, esta Convención definió los efectos 
adversos del cambio climático como “cambios que presentan efectos negativos en los 
ecosistemas, en los sistemas socio-económicos y en el bienestar humano y animal” 
(Naciones Unidas, 1994). El Cuarto Informe del Panel Internacional de las Naciones 
Unidas por el Cambio Climático (UN International Panel on Climate Change (IPCC)), 
publicado en noviembre de 2007 (Bernstein et al., 2007; Solomon et al., 2007), resalta 
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que el clima global está cambiando más rápidamente en los últimos años, y destaca 
algunos efectos inminentes como el aumento global de las temperaturas y del nivel del 
mar, o cambios en la frecuencia y distribución de las precipitaciones (Miraglia et al., 
2009).  
En 2007, la Comisión Europea publicó su libro verde sobre el cambio climático 
en Europa. En su anexo, aparecen las condiciones esperadas debidas al cambio 
climático en este continente, en un escenario en el que no se lleva a cabo ninguna acción 
para reducir los efectos de los gases invernadero. Esta predicción resultó en un aumento 
global de la temperatura media de aproximadamente 3,4ºC, previsto para el final del 
presente siglo. Más concretamente, en el sur y sureste de Europa (áreas de España, 
Portugal, sur de Francia, Italia, Eslovenia, Grecia, Malta, Chipre, Bulgaria y el sur de 
Rumanía), se prevé un aumento de la temperatura media anual de 4-5ºC. Además, la 
disponibilidad de agua en estas zonas será menor, particularmente en verano. Estos dos 
efectos podrían conllevar una disminución en el número de campos de cultivo (del 10-
30% en muchas regiones del sur), sequías, olas de calor, degradación del suelo y los 
ecosistemas, y finalmente, la desertización de ciertas zonas. Además, el aumento de 
precipitaciones violentas podría aumentar la erosión y ocasionar la pérdida de materia 
orgánica del suelo (Comisión Europea, 2007). 
Bajo estos escenarios previstos, se pronostica que más de la mitad de las 
especies vegetales estarán bajo algún tipo de riesgo. El sistema agrícola será de los más 
afectados, junto con el sistema marítimo y la producción ganadera. Los cambios en el 
clima llevarán consigo una probable modificación de la distribución de plantas 
cultivadas: mientras que el área disponible para el cultivo crecerá en el norte de Europa, 
en el sur ocurrirá lo contrario, debido a la falta de agua y los episodios frecuentes de 
temperaturas extremas (Maracchi et al., 2005; Messerli et al., 2000; Olesen y Bindi, 
2002). Además de los problemas que esto conllevaría a nivel económico, la FAO 
también ha expresado su preocupación por el impacto del cambio climático sobre la 
seguridad alimentaria (FAO, 2008). En dicho informe se afirma la incertidumbre sobre 
estas posibles implicaciones, y se expone la necesidad de dirigir la atención al tema de 
la seguridad alimentaria para reaccionar de una manera adecuada en caso necesario. En 
este contexto, países tales como Italia han llevado a cabo estudios en estos campos en 
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colaboración con la OMS (WHO, 2007). Estos estudios reconocen la influencia directa 
e indirecta del cambio climático sobre la distribución de hongos y sus toxinas.  
Los hongos toxígenos son cosmopolitas en la naturaleza y, como ya se ha 
comentado, aparecen frecuentemente contaminando diversos productos agrícolas, entre 
ellos los cereales (Murphy et al., 2006). La habilidad de estos hongos para crecer y 
producir micotoxinas está profundamente relacionada con la influencia de los factores 
ambientales, especialmente de la temperatura y el estrés hídrico. Cambios en estas 
condiciones ambientales pueden provocar un aumento en la presencia de estos hongos: 
por ejemplo, lluvia intensa durante el período de floración de los cereales puede 
provocar una mayor dispersión de los inóculos fúngicos hacia otras partes de la planta u 
otras plantas (Jenkinson y Parry, 1994).   
Más concretamente hablando de las especies de Fusarium, algunas de ellas se 
ven favorecidas por temperaturas más cálidas. En general, las especies de Fusarium 
presentan gran resistencia a condiciones de elevado estrés hídrico y elevada 
temperatura, y por tanto son altamente competitivas en el marco del cambio climático 
global. Sin embargo, cuando en un hospedador coexisten dos o más especies de 
Fusarium, la dominancia de una de ellas está determinada por las condiciones 
ambientales (Bunyavanich et al., 2003). De esta manera, un cambio en estas 
condiciones puede desplazar ciertas especies o cambiar su frecuencia de aparición o 
dominancia, alterando cualitativa y cuantitativamente la micobiota presente en los 
cultivos agrícolas y, en consecuencia, sus interacciones, afectando así al tipo y niveles 
de micotoxinas presentes en los productos cosechados.  
En este marco, se han planteado nuevos retos en seguridad y calidad alimentaria 
relacionados con hongos y micotoxinas en alimentos. Recientemente, las instituciones 
europeas competentes (EFSA,OMS) han alertado a la comunidad científica sobre la 
necesidad de nuevas investigaciones para conocer la identidad, incidencia, distribución, 
prevención y control sostenible de los hongos y micotoxinas más frecuentes en cereales. 
Estudios predictivos relacionados con el cambio climático sitúan a España como zona 
de riesgo en materia de hongos y micotoxinas en estos cultivos. Muchos de los 
conocimientos que se tenían hasta la fecha han quedado obsoletos, por lo que estudios 
que puedan actualizar estas informaciones son importantes a nivel europeo y mundial. 
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 Partiendo de este marco, este trabajo se centra en el estudio y caracterización de 
tres de las especies de Fusarium más importantes por su capacidad de contaminación de 
cereales a nivel mundial: F. fujikuroi, F. verticillioides y F. proliferatum, importantes 
patógenos de vegetales y productoras de fumonisinas. Para ello, se emplearon diferentes 
técnicas, entre ellas la PCR convencional, el análisis filogenético, o la RT-PCR a 
tiempo real. Todas estas técnicas permitieron ahondar en el conocimiento de estas tres 
especies y, en el caso de F. verticillioides y F. proliferatum, ponerlo en relación con los 
factores ecofisiológicos que más afectan al crecimiento y síntesis de micotoxinas: la 
temperatura, el estrés hídrico y el sustrato de crecimiento. Además, se ha realizado un 
estudio en el que se analizó el efecto del tebuconazol, fungicida muy empleado en 
cultivos de cereales contra la contaminación por Fusarium. Los resultados se 
conocieron durante la realización de esta tesis. Estos señalaban la diferente respuesta de 
las especies fúngicas consideradas frente a dicho fungicida, así como la influencia de las 
condiciones ambientales sobre su eficacia y, en particular, en el contexto del cambio 
climático previsto. En este trabajo se incluye un trabajo similar con otro importante 
fungicida, el benomilo. 
 Todos los aspectos descritos en esta Introducción en relación a las principales 
especies productoras de fumonisinas del género Fusarium pueden considerarse clave 
para comprender su ecología su distribución geográfica y sus hospedadores, y la 
biosíntesis de sus toxinas, así como para el diseño de estrategias de reducción del riesgo 
que suponen para la salud humana y animal. En ese contexto se describen a 
continuación los objetivos concretos de esta tesis. 
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1.6. Objetivos 
 
1. Identificar, caracterizar y realizar un análisis filogenético de poblaciones de 
Fusarium fujikuroi de arroz cultivado en Filipinas.  
2. Obtener un protocolo de RT-PCR a tiempo real para el análisis cuantitativo de 
la expresión del gen FUM1 de la biosíntesis de fumonisinas para F. fujikuroi. 
3. Estudiar la expresión relativa del gen FUM1 y su relación con la capacidad 
productora de fumonisinas en cepas de F. fujikuroi. 
4. Estudiar la distribución de especies de Fusarium y otros hongos asociados a 
trigo blando primavera de dos regiones españolas (Córdoba y Lérida) 
combinando métodos microbiológicos tradicionales con métodos moleculares.  
5. Evaluar el efecto de la temperatura y el estrés hídrico, a valores previstos en 
los escenarios de cambio climático para España, sobre el crecimiento fúngico 
y la biosíntesis de fumonisinas para las especies F. verticillioides y F. 
proliferatum. 
6. Evaluar la influencia de sustratos de distintos cereales (cebada, maíz y trigo) 
sobre el crecimiento y la biosíntesis de fumonisinas de F. verticillioides y F. 
proliferatum y su interacción con los factores de temperatura y potencial 
hídrico. 
7. Evaluar la eficacia del fungicida benomilo sobre el crecimiento y la 
biosíntesis de fumonisinas de F. verticillioides y el efecto de su interacción 
con los factores temperatura y potencial hídrico. 
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Capítulo 2. Análisis filogenético, de producción de fumonisinas y de la 
expresión del gen FUM1 de cepas de Fusarium fujikuroi aisladas en 
plantaciones de arroz en Filipinas 
 
2.1. Introducción 
F. fujikuroi, Nirenberg (teleomorfo Gibberella fujikuroi) pertenece al complejo 
de especies Gibberella fujikuroi (O’Donnell et al., 1998) y es un importante patógeno 
del arroz (Oryza sativa L.) en Asia, África, Europa y los Estados Unidos, aunque 
presenta también otros hospedadores como la piña o diferentes especies herbáceas e 
incluso se ha encontrado en piel, uña o córnea humanas (Busman et al., 2012; Chang et 
al., 2006; Leslie et al., 2004; O’Donnell et al., 2007; Stępień et al., 2013). Este 
patógeno produce diferentes toxinas, entre ellas moniliformina, beauvericina y 
fumonisinas. F. fujikuroi causa en el arroz la enfermedad de bakanae, cuyo resultado 
son plantas de color amarillo pálido, hojas más delgadas y alargadas y raíces atrofiadas 
(figura 1). Todo esto lleva a la muerte de la planta o a la disminución de la producción 
de grano en un alto porcentaje, lo cual supone, en ambos casos, pérdidas económicas 
muy elevadas (Aoki et al., 2014; Carter et al., 2008; Cumagun, 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Plantas de arroz afectadas por la enfermedad de bakanae.  
1a: Comparación entre las partes aéreas de una planta enferma (izquierda) y sana (derecha) 
(http://www.knowledgebank-brri.org/).  
1b: Parte inferior del tallo y raíces de planta enferma (derecha) y sana (izquierda) (Espino, 
2012). 
 
 
Capítulo 2 
62 
 
F. fujikuroi y F. proliferatum (Matsushima) Nirenberg (teleomorfo: Gibberella 
intermedia) son dos especies muy próximas genéticamente. Esta última presenta un 
rango de hospedadores más amplio, como por ejemplo el plátano, el espárrago, el 
mango, el maíz, el tabaco, el pino, el sorgo, el trigo, etc., aunque uno de sus 
hospedadores principales es el maíz. F. proliferatum está considerado altamente 
toxígeno, produciendo diferentes micotoxinas entre ellas  beauvericina o fumonisinas. 
F. proliferatum y F. fujikuroi son prácticamente indistinguibles a nivel morfológico, por 
lo que se hace necesario aplicar estudios moleculares, filogenéticos o de cariotipo para 
poder identificarlas como dos especies diferentes (Leslie y Summerell, 2006). 
Ocasionalmente, se da el apareamiento entre ellas en el medio natural, habiéndose 
encontrado en campo híbridos entre las dos especies (Leslie et al., 2004). 
La presencia de las especies de Fusarium, así como la incidencia y gravedad de 
las enfermedades causadas por ellas, pueden variar de un año a otro en la misma región 
o en regiones diferentes en el mismo año, dependiendo en gran medida de las 
condiciones climáticas, las prácticas agrícolas o la especie hospedadora. La 
identificación correcta de las especies que causan la contaminación, así como el 
conocimiento de su estructura poblacional y su variación intraespecífica, son aspectos 
clave para poder predecir las toxinas que podrían estar presentes y para desarrollar 
estrategias de control y prevención de estos hongos. Además, la regulación de la 
biosíntesis de las toxinas y los factores principales implicados, fundamentalmente 
ambientales, contribuyen de manera importante en la determinación del riesgo potencial 
de una especie. Todos estos factores se encontraban poco estudiados en el caso de F. 
fujikuroi, y se disponía de pocas herramientas ya desarrolladas al comienzo de este 
trabajo, contando solamente con determinadas publicaciones (Amatulli et al., 2010; 
Wulff et al., 2010) hasta la publicación más reciente del análisis de su genoma 
(Wiemann et al., 2013). 
Teniendo en cuenta que el principal hospedador de esta especie fúngica es el 
arroz, alimento básico de la dieta de una gran parte del mundo, urge desarrollar 
estrategias combinadas de análisis que permitan disponer de un máximo de información 
en situaciones concretas. En este estudio se aplica una estrategia combinada a diferentes 
aislamientos de Fusarium de arroz cultivado en dos regiones situadas en Filipinas. 
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Los objetivos de este capítulo fueron:  
(1) Identificar, caracterizar y determinar 42 cepas de Fusarium 
procedentes de arroz y maíz de distintas localizaciones de Filipinas. 
Para ello se emplearon técnicas de PCR convencional y secuenciación 
parcial del gen EF-1α. 
(2) Realizar el análisis filogenético de las cepas aisladas de arroz que 
resultaron pertenecientes a la especie F. fujikuroi, determinar su 
estructura poblacional y el idiomorfo de apareamiento de las mismas.  
(3) Estudiar la producción de fumosinas y la cuantificación de la 
expresión relativa del gen FUM1 de las cepas de F. fujikuroi aisladas 
de arroz. 
 
2.2. Material y Métodos 
    2.2.1. Material biológico 
Para el trabajo realizado en este capítulo se estudiaron 42 cepas de Fusarium 
procedentes de tres regiones de Filipinas: Muñoz (Nueva Écija), Victoria (Laguna) e 
Isabela (Figura 2). 31 cepas fueron aisladas de campos de arroz de Nueva Écija y 8 de 
campos de arroz de Victoria; las muestras de maíz fueron aisladas de cultivos en 
Victoria (2) e Isabela (1). Las muestras fueron recogidas y aisladas por el Dr. Christian 
J. Cumagun (Escuela de Agricultura, Universidad de Los Baños, Los Baños, Laguna, 
Filipinas). 
Tras su aislamiento, las cepas fueron enviadas al Departamento de Genética de 
la UCM, donde se sembraron en medio agar dextrosa patata (PDA, Scharlau Chemie, 
Barcelona, España) suplementado con cloranfenicol al 0,5%. Las placas se incubaron a 
una temperatura de 25ºC durante 5-7 días hasta obtener un cultivo de Fusarium de cada 
muestra. Los cultivos se conservan en papel de filtro a 4ºC en la Universidad de Los 
Baños (Filipinas) y a -80ºC como suspensión de esporas en glicerol al 15% en el 
Departamento de Genética de la Facultad de Biología de la UCM. El conjunto de las 
cepas estudiadas aparecen posteriormente en la tabla 4. 
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    2.2.2. Extracción de DNA. Identificación de género y tipo de apareamiento por          
PCR convencional 
Para la extracción del DNA genómico de las 42 cepas cultivadas se utilizó el kit 
de extracción DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Para ello, se tomaron cuatro discos de micelio de los 
cultivos previamente incubados durante 5 días. La cuantificación del DNA extraído se 
realizó utilizando un espectrofotómetro Nanodrop® ND1000 (Nanodrop Technologies, 
Wilmington, Delaware, EEUU).  
En primer lugar se llevó a cabo una PCR convencional con el objetivo de 
comprobar que todas las cepas pertenecían al género Fusarium. Para ello se amplificó la 
secuencia parcial de la región intergénica espaciadora del rDNA (IGS), que presenta un 
tamaño de alrededor de 200 pb. Los cebadores utilizados fueron Fps-F y FUS-R, 
descritos previamente en Jurado et al., 2006 (tabla 1). El programa de amplificación 
 
 
Laguna 
Nueva 
Écija 
Figura 2: Localización geográfica de Filipinas. Se indican las regiones de muestreo para este estudio. 
Isabela 
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consta de un paso previo de desnaturalización a 94ºC durante 85 segundos, seguido de 
25 ciclos de amplificación, siendo cada ciclo de 35 segundos a 95ºC, 30 segundos a 
67ºC y 30 segundos a 72ºC. Por último, tras los 25 ciclos, un ciclo final de extensión de 
5 minutos a 72ºC y parada a 4ºC.  
Una vez confirmada la pertenencia de todas las cepas al género Fusarium, se 
llevó a cabo la identificación de los tipos de apareamiento de cada cepa, clasificándolas 
así por su tipo de apareamiento en MAT-1 y/o MAT-2. Esto se realizó mediante el 
método propuesto por Kerényi et al., (2002), empleando los cebadores GfMAT1-F y 
GfMAT1-R (tabla 1) para el idiomorfo MAT-1 (300 pb) y GfMAT2-F y GfMAT2-R 
(tabla 1) para el idiomorfo MAT-2 (200 pb). En este caso, el programa de amplificación 
consistió en 85 segundos a 94ºC para una desnaturalización previa seguida de 30 ciclos 
de amplificación, consistente cada uno en: 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 66ºC y 
45 segundos a 72ºC. Para finalizar, 5 minutos a 72ºC y parada a 4ºC. 
 
PCR Cebador Secuencia (5’-3’) 
Género Fusarium 
Fps-F CGCACGTATAGATGGACAAG 
FUS-R GGCGAAGGACGGCTTAC 
Idiomorfo MAT-1 
GfMAT1-F GACCAACTCAAACCTCGTGGCG 
GfMAT1-R TCATCAAAGGGCAAGCGATACC 
Idiomorfo MAT-2 
GfMAT2-F ACCGTAAGGAGCGTCACCATT 
GfMAT2-R GGGGTACTGTCGGCGATGTT 
Gen del factor de 
elongación EF-1α 
EF1T ATGGGTAAGGAGGACAAGAC 
EF2T GGAAGTACCAGTGATCATGTT 
 
Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en las reacciones de PCR convencional del presente 
capítulo. 
 
 
En todos los casos en que se empleó la técnica de PCR convencional en este 
trabajo, las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen de 25 μl, que 
contenía 3 μl de DNA problema a una concentración de 35 ng/μl y 22 μl de la mezcla 
compuesta de 15,55 μl de agua miliQ, 1,25 μl de cada cebador (20 μM), 0,2 μl de la 
enzima Taq polimerasa (5 U/μl), 2,5 μl de tampón de PCR 10x, 1 μl de MgCl2 (50mM) 
y 0,25 μl de dNTPs (100 mM) (Ecogen, Barcelona, España). Los productos 
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amplificados se detectaron mediante electroforesis en gel de agarosa de concentración 
variable según el tamaño del fragmento amplificado. Para su visualización se añadió 
bromuro de etidio y se utilizó un tampón 1x de 40mM tris-acetato y EDTA 1 mM. 
    2.2.3. Amplificación del gen EF-1α y secuenciación   
Para identificar las cepas del género Fusarium  a nivel de especie se llevó a cabo 
la amplificación y secuenciación parcial del gen del factor de elongación EF-1α, que 
cuenta con un tamaño aproximado de 673 pb. Para ello se utilizaron los cebadores EF1T 
y EF2T (O’Donnell et al., 1998) (tabla 1). El programa de amplificación en este caso 
fue de un paso previo de desnaturalización a 95ºC durante 85 segundos, seguido de 35 
ciclos de amplificación, consistiendo cada uno en 35 segundos a 95ºC, 55 segundos a 
53ºC y 60 segundos a 72ºC. Por último, un paso final de 10 minutos a 72ºC y parada a 
8ºC. 
Los productos de PCR generados de esta amplificación se purificaron 
empleando el kit de limpieza UltraClean
TM
 PCR Clean-Up
TM
 (MoBio Laboratories Inc., 
Estados Unidos). Tras la purificación, se visualizaron los fragmentos en geles de 
agarosa al 1% y se llevó a cabo su secuenciación con ambos cebadores (EF1T y EF2T) 
en la Unidad de Genómica de la UCM utilizando el secuenciador ABI 3730 DNA 
Analyzer y el kit Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la 
corrección y limpieza de las secuencias una vez obtenidas en formato digital se empleó 
el programa Chromas Pro (Technelysium Pty. Ltd., Tewantin, Queensland, Australia). 
Para el análisis, edición y alineamiento de las secuencias por el método Clustal W, se 
utilizó el programa BioEdit Sequence Alignment Edition (Ibis Therapeutics, Carlsbad, 
California, Estados Unidos). Una vez editadas las secuencias, éstas se compararon con 
las disponibles en la base de datos del GenBank (NCBI), una base de datos 
internacional de secuencias nucleotídicas. Mediante esta comparación se pudo discernir 
la especie a la que pertenecía cada una de las cepas analizadas. Además, las secuencias 
fueron añadidas a la base de datos GenBank bajo diferentes números de acceso 
(accession numbers), los cuales aparecen en la tabla 4. 
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    2.2.4. Análisis filogenético 
Utilizando la secuencia parcial del gen EF-1α del factor de elongación, se 
realizaron los estudios filogenéticos. Las cepas de Fusarium empleadas para este 
análisis se indican en las tablas 2 y 4. Además de 28 de las cepas procedentes de 
Filipinas (tabla 4), se incluyeron en el análisis 16 cepas de Fusarium relacionadas 
filogenéticamente con F. fujikuroi: dos cepas de F. fujikuroi de distinto origen 
geográfico y 14 cepas representativas de F. proliferatum (tabla 2). Además, se utilizó 
como elemento fuera de grupo (outgroup) una cepa de F. graminearum (tabla 2).  
 
Cepa Especie Hospedador Procedencia MAT Número 
de acceso 
NRRL13566
a
 F. fujikuroi Oryza sativa Taiwan (Japón) N.D. AF160279 
NRRL43470
b
 F. fujikuroi Córnea humana EEUU N.D. DQ790494 
MPD 4853
c
 F. proliferatum - - 1 AM397476 
ITEM4291
c
 F. proliferatum Phoenix reclinata Alicante (España) N.D. AM404134 
Fp10
c
 F. proliferatum Triticum aestivum Norte de Francia 1 AM397460 
ITEM4306
c
 F. proliferatum Washingtonia Tarragona (España) 2 AM404128 
FpB15
c
 F. proliferatum Hordeum vulgare Burgos (España) 2 AM397471 
FpB21
c
 F. proliferatum Hordeum vulgare Burgos (España) 1 AM397470 
ITEM 1682
c
 F. proliferatum Zea mays Canadá N.D. AM404121 
ITEM 2343
c
 F. proliferatum Phoenyx dactilifera Arabia Saudí N.D. AM404133 
Gf37
c
 F. proliferatum Musa sapientum Ecuador 1 AM404115 
Gf33
c
 F. proliferatum Pinus sp. Madrid (España) 2 AM397477 
FpC3
c
 F. proliferatum Zea mays Sevilla (España) 1 AM397474 
ITEM 4293
c
 F. proliferatum Chamaerops humilis Alicante (España) N.D. AM404122 
ITEM 1451
c
 F. proliferatum Asparagus officinalis Montescaglioso (Italia) 1 AM404131 
ITEM 1456
c
 F. proliferatum Asparagus officinalis Potenza (Italia) 2 AM404129 
NRRL29169
d
 F. graminearum Triticum aestivum Kansas (EEUU) N.D. AF212461 
 
Tabla 2. Cepas de Fusarium no procedentes de Filipinas empleadas en el análisis filogenético de este capítulo. 
Se indica especie, hospedador, procedencia, idiomorfo de apareamiento (MAT) y número de acceso de cada 
una de ellas.  
N.D. No disponible. 
a Datos obtenidos de O’Donnell et al., 1998. 
b 
Datos obtenidos de Chang et al., 2006. 
c 
Datos obtenidos de Jurado et al., 2010. 
d 
Datos obtenido de O’Donnell et al., 2000.  
 
El análisis filogenético y los estudios de divergencia nucleotídica se llevaron a 
cabo utilizando el programa PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) v. 4.0 b10 
(Swofford, 2003). Los espacios se trataron como datos desconocidos y fueron excluidos 
de los análisis. Se utilizó la opción de búsqueda heurística de PAUP con 1.000 réplicas 
aleatorias de secuencia aditiva (random addition sequence replicates), utilizando la 
Capítulo 2 
68 
 
permutación de ramas tipo TBR (tree bisection and reconection, bisección y reconexión 
de árboles) para identificar todos los árboles con  la misma parsimonia, realizando 
finalmente un árbol consenso. La estabilidad de cada nodo se aseguró mediante análisis 
heurísticos de bootstrap, los cuales se llevaron a cabo con 1.000 réplicas (Hillis y Bull, 
1993).   
    2.2.5. Análisis de producción de fumonisinas 
En la tabla 4 aparecen, identificadas con el número 2, las cepas en las cuales se 
determinó la capacidad para producir fumonisina B1 mediante un método basado en el 
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo por inmunoabsorción ligado a 
enzimas). Las cepas utilizadas se cultivaron por duplicado en matraces Erlenmeyer de 
250 ml que contenían 50 ml de medio de cultivo líquido inductor de fumonisinas 
(López-Errasquín et al., 2007). Además, el aislamiento 17b se cultivó también en medio 
líquido Sabouraud (Scharlau Chemie, España) para ser empleada como control, un 
medio no inductor de fumonisinas, en las mismas condiciones que el resto de las cepas.  
Cada matraz se inoculó con 1 ml de solución a una concentración de 10
6 
esporas/ml en agua destilada, obtenidas a partir de placas cultivadas en PDA durante 7 
días. Los cultivos se incubaron a 20ºC durante 7 días, tras los cuales se recogió el 
micelio mediante filtración al vacío con papel Whatman nº1 (Whatman International 
Ltd, Maidstone, Reino Unido). El micelio obtenido tras la filtración se congeló en 
nitrógeno líquido y se guardó a -80ºC para la posterior extracción de RNA (ver apartado 
2.2.6). El líquido resultante de la filtración se recogió y se empleó para analizar el 
contenido de FB1 por ELISA, utilizando el método comercial RIDASCREEN® 
(RIDASCREEN® Fumonisin, R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemania) siguiendo el 
protocolo propuesto por el fabricante. De acuerdo con éste, los límites de detección del 
análisis están comprendidos entre 0,025 y 2 ppm, siendo el nivel de recuperación de 
aproximadamente el 60%, con una media del coeficiente de variación de 
aproximadamente el 8%. 
    2.2.6. Extracción del RNA total 
Para medir la expresión del gen FUM1 mediante RT-PCR a tiempo real, se llevó 
a cabo la extracción del RNA a partir del micelio resultante tras el filtrado de los 
cultivos en medio líquido inductor o en medio Sabouraud (Scharlau Chemie, España) y 
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que se hallaba en conservación a -80ºC (ver apartado anterior 2.2.5). Para la extracción, 
se trituró el micelio enfriándolo con nitrógeno líquido, y una vez obtenido un fino polvo 
se utilizó como punto de partida para el kit Total Quick RNA Cells and Tissues 
(Talento, Trieste, Italia), de acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante. Una vez 
extraído el RNA se conservó a -80ºC. La concentración de RNA fue medida utilizando 
el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, 
Delaware, Estados Unidos) y su integridad fue comprobada mediante electroforesis en 
geles horizontales de agarosa de alta temperatura de gelificación (Bio-Rad, Estados 
Unidos) al 1% en tampón TAE (Tris-acetato 40mM y EDTA 1mM) y bromuro de etidio 
(1µg/ml) a una concentración de 1µl/20ml. Toda el agua utilizada para elaborar los 
tampones se trató con DEPC durante 24 horas a 37ºC, a una concentración de 1ml/L de 
agua destilada y se esterilizó en autoclave a 121ºC durante 20 minutos. Las muestras se 
disolvieron en tampón de carga (glicerol 50%, EDTA 1mM pH 8, cianol xilano 0,25% y 
azul de bromofenol 0,25%). Se aplicó 1 µg de muestra. La electroforesis se llevó a cabo 
en tampón TAE a voltaje constante y, una vez finalizada, las muestras fueron 
visualizadas mediante irradiación con luz UV (Sambrook y Russell, 2006). El marcador 
de peso molecular empleado fue el Ladder Plus de 100 pb (Fermentas, Lituania). 
Para eliminar la posible contaminación por DNA genómico de las muestras, el 
RNA total se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente con la DNasa 
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen, Gran Bretaña) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
    2.2.7. Síntesis de cDNA 
Las reacciones de transcripción inversa se llevaron a cabo utilizando el kit 
GenAmp Gold RNA PCR reagent kit (Applied Byosistems, Estados Unidos) a partir de 
500 ng de RNA total libre de DNA genómico. Cada mezcla de reacción contenía 10 µl 
del tampón de reacción de RT-PCR 5x, 0,5 µl de oligo(dT)16 (50 µM), 2 µl de MgCl2 
(25 mM), 2µl de la solución de deoxinucleótidos trifosfato (dNTP) (10 mM), 2 µl de 
ditiotreitol (DTT) (100 mM), 0,5 µl (10U) de inhibidor de la RNasa (20 U/µl), 0,3 µl 
(15 U) de la transcriptasa inversa Multiscribe (50 U/µl) y agua DEPC en un volumen 
final de reacción de 20 µl. La síntesis de cDNA se llevó a cabo en un termociclador 
Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania) y el programa de la transcripción inversa 
consistió en un primer ciclo de 10 minutos a 25ºC (hibridación), un ciclo de 12 minutos 
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a 42ºC (trascripción inversa) y parada a 4ºC. Tras el proceso de síntesis del cDNA, éste 
se guardó a -80ºC. Se realizaron también controles negativos a los que no se añadió la 
enzima transcriptasa inversa. 
    2.2.8. RT-PCR a tiempo real 
El método de RT-PCR a tiempo real se utilizó para amplificar el gen FUM1, así 
como el gen constitutivo TUB2 de la β-tubulina, gen de control endógeno de expresión 
constitutiva empleado para normalizar los resultados, ambos a la vez en la misma placa 
de reacción. Se realizaron amplificaciones de estos dos genes en cada muestra de cDNA 
obtenida de las distintas cepas de F. fujikuroi. Además, para asegurar que las 
amplificaciones provenían del cDNA y no de restos de DNA genómico no eliminado 
por el tratamiento con DNasa I, se llevaron a cabo reacciones de PCR control en las que 
se amplificaron las mezclas de reacción utilizadas para la extracción de cDNA a las que 
no se le había añadido la enzima transcriptasa inversa. 
Para la amplificación de los genes seleccionados se emplearon dos parejas de 
cebadores específicos descritas previamente por Jurado et al. (2010): PQTUBF-2 y 
PQTUBR-2 para la amplificación del gen TUB2, y FUM1P2-F y FUM1P2-R para la 
amplificación del gen FUM1 (tabla 3). 
  
Gen Amplificado Nombre del cebador Secuencia (5’-3’) 
FUM1 
FUM1P2-F CCCCCATCATCCCGAGTAT 
FUM1P2-R TGGGTCCGATAGTGATTTGTCA 
TUB2 
PQTUB-F2 ACATCCAGACAGCCCTTTGTG 
PQTUB-R2 AGTTTCCGATGAAGGTCGAAGA 
 
Tabla 3: Secuencias de los cebadores utilizados en las reacciones de amplificación de RT-PCR a tiempo 
real en F. fujikuroi. 
 
Los cebadores FUM1P2-F y FUM1P2-R (tabla 3), empleados para la 
amplificación del gen FUM1, fueron diseñados por Jurado et al. (2010) para la especie 
Fusarium proliferatum. Por tanto, para su uso con las cepas de F. fujikuroi, se confirmó 
previamente mediante PCR convencional su amplificación positiva del fragmento 
correcto de la secuencia parcial del gen FUM1 en cada una de las cepas de esta especie, 
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la cual confirma la validez de los cebadores para su uso en F. fujikuroi (figura 3). El 
programa de amplificación de esta PCR convencional consistió en un paso previo de 
desnaturalización a 94ºC durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificación, cada 
uno de 35 segundos a 94ºC, 30 segundos a 64ºC y 30 segundos a 72ºC, seguidos de un 
paso final de 10 minutos a 72ºC y parada a 4ºC.  
Aunque el uso de estos cebadores en PCR convencional puede ser de utilidad a 
la hora de detectar la presencia de este gen de la biosíntesis de fumonisinas en cepas de 
esta especie, la RT-PCR a tiempo real permite también la confirmación de la 
funcionalidad de este gen, siendo además un método mucho más sensible que la PCR 
convencional. 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
Tanto el protocolo como las condiciones para la RT-PCR a tiempo real fueron 
descritas previamente en Jurado et al. (2008, 2010) y Marín et al. (2010b). Se empleó la 
mezcla “SYBR® Green PCR Master Mix” de Applied Biosystems (Estados Unidos), la 
cual incluye, en las cantidades adecuadas, la enzima “AmpliTaq Gold ® DNA 
Polymerase”, dNTPs, MgCl2 y tampón de PCR, e incorpora el colorante SYBR Green I 
(Wittwer et al., 1997). Este colorante detecta DNA de doble hélice, se intercala en éste 
y genera una señal fluorescente cuando la muestra es excitada por una fuente de luz. Las 
muestras se amplificaron por duplicado en una placa para reacciones ópticas de 96 
pocillos (Applied Biosystems, Estados Unidos). Cada reacción se llevó a cabo en un 
 Figura 3: Amplificación por PCR convencional de diferentes cepas de Fusarium, utilizando los 
cebadores FUM1P2-F y FUM1P2-R. 
1: F. verticillioides (ITEM 0999); 2: F. sacchari (ITEM 3852); 3: F. fujikuroi (ITEM 1993); 4: F. 
subglutinans (ITEM 2192); 5: F. thapsinum (ITEM 4094); 6: F. nygamai  (ITEM 05112); 7: F. 
circinatum; 8: F. verticillioides (cepa Gf15, no productora de fumonisinas); 9: F. globosum (ITEM 
6013); 10:  F. proliferatum (ITEM 4853); 11: control negativo sin DNA; M: marcador molecular. 
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volumen de 10 µl que contenía 5 µl de la mezcla maestra SYBR® Green PCR Master 
Mix, 1,3 µl de agua Mili-Q estéril, 0,6 µl de cada cebador a 5 µM (siendo su 
concentración final de 300nM) y 2,5 µl de cDNA. Las reacciones de PCR se llevaron a 
cabo en un termociclador a tiempo real ABIPRISM 7700 HT (Applied Biosystems, 
Estados Unidos) en la Unidad de Genómica de la UCM, siendo las condiciones térmicas 
utilizadas para la amplificación de los dos genes de un ciclo inicial de 10 minutos a 
95ºC seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 60ºC. Para todas las 
muestras se incluyeron controles negativos sin cDNA, con el fin de descartar posibles 
contaminaciones por DNA genómico. Estos controles se procesaron de la misma 
manera que el resto de las muestras. 
Para determinar si existía amplificación o no del gen FUM1, se utilizó en este 
estudio el método de cuantificación relativa de los niveles de expresión del gen 
problema (FUM1) respecto del gen de control endógeno o constitutivo (TUB2), también 
llamado método del ΔΔCT (Ginzinger, 2002; User Bulletin Nº2), método descrito 
previamente por Lopez-Errasquín (2005). . En el análisis de resultados de la RT-PCR a 
tiempo real, la cuantificación se basa en la determinación del ciclo umbral (treshold 
cycle, CT) de cada muestra, que se define como el primer ciclo de amplificación donde 
la señal de fluorescencia es mayor que el límite de detección mínimo establecido 
previamente mediante la línea base o umbral, indicando que los productos de PCR son 
detectables. Los valores de CT del gen TUB2 obtenidos para cada muestra se restan de la 
media de los valores CT del gen problema FUM1 de cada muestra, obteniendo así los 
valores ΔCT, uno para cada muestra. Al restar a estos valores ΔCT el valor de un 
calibrador (en este caso la cepa 17b en medio Sabouraud (Scharlau Chemie, España)), 
se obtienen los valores ΔΔCT correspondientes, siendo estos los niveles relativos de 
expresión, que son expresados como 2
- ΔΔCT
.  
Si bien en este capítulo de la memoria los valores se interpretaron solamente 
como expresión/no expresión del gen FUM1 (considerándose expresión cuando los 
valores fueron mayores a los del control 17b en medio Sabouraud), en los apartados 
3.2.6 y 3.2.7 del siguiente capítulo se analiza más detalladamente este método de 
análisis de la RT-PCR a tiempo real. 
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2.3. Resultados 
2.3.1. Identificación de especies e idiomorfos de apareamiento 
En la tabla 4 aparecen los resultados de la caracterización específica de las 42 
cepas estudiadas en este capítulo, obtenidos mediante la amplificación y secuenciación 
parcial del gen del factor de elongación EF-1α (~673pb). Como puede observarse, 32 de 
las 39 cepas procedentes de arroz pertenecían a la especie F. fujikuroi, encontrándose 
además dos cepas de F. proliferatum, tres de F. equiseti, una de F. subglutinans y una 
de F. oxysporum. En la figura 4a aparecen representados los porcentajes de las 
diferentes especies de Fusarium encontradas en las muestras de arroz de Filipinas. 
Además se observaron diferencias a nivel geográfico, representadas en la figura 4b, ya 
que la presencia de F. fujikuroi en las muestras procedentes de la provincia de Nueva 
Écija fue mucho mayor que la presencia de esta especie en las muestras procedentes de 
la provincia de Laguna (93,4% y 33,3% respectivamente). Respecto a las cepas aisladas 
de maíz, todas ellas fueron identificadas como F. verticillioides.  
También en la tabla 1 aparecen reflejados los resultados del análisis del tipo de 
apareamiento de cada una de las cepas, realizados por PCR convencional mediante la 
identificación de los idiomorfos MAT-1 ó MAT-2. En las cepas de la especie F. fujikuroi 
aparecen representados los dos tipos de apareamiento, siendo más frecuente el 
idiomorfo MAT-2 con una proporción MAT-1:MAT-2 de 10:21 (una de las cepas 
presentó los dos idiomorfos de apareamiento). También en las cepas de F. proliferatum 
y F. verticillioides encontramos estas diferencias en la frecuencia, siendo sus 
proporciones MAT-1:MAT-2 de 0:2 y 0:3 respectivamente. Las cepas de F. 
subglutinans, F. oxysporum y F. equiseti determinadas también presentaron el 
idiomorfo MAT-2.  
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Cepa Especie Hospedador Procedencia MAT Número 
de Acceso 
2a
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
2b
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
3a
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
3b F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 - 
4a
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699612 
4b
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
5a
2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1 JF699613 
5b
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1 JF699623 
6a
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
6b
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
7a
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1 JF699611 
7b
2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1 JF699617 
8a
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699618 
8b
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1+2 JF699616 
9a
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
9b
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699615 
10a
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
10b
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699611 
11a
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1 JF699624 
13a
1
 F. proliferatum Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 - 
13b F. proliferatum Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 - 
14a
2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699614 
14b
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
17a
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
17b
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1 JF699624 
19a
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1 JF699624 
19b
1,2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 1 JF699624 
20a
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
20b
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
21a
1
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699621 
21b
2
 F. fujikuroi Arroz Muñoz, Nueva Écija 2 JF699624 
Va1
1
 F. fujikuroi Arroz Victoria, Laguna 2 JF699620 
Va2
1
 F. fujikuroi Arroz Victoria, Laguna 1 JF699619 
Va3
1,2
 F. fujikuroi Arroz Victoria, Laguna 1 JF699624 
Vb1 F. subglutinans Arroz Victoria, Laguna 2 - 
Vb3 F. oxysporum Arroz Victoria, Laguna 2 - 
La1 F. equiseti Arroz Victoria, Laguna N.D. - 
Lb2 F. equiseti Arroz Victoria, Laguna 2 - 
Lb4 F. equiseti Arroz Victoria, Laguna N.D. - 
8.3 F. verticillioides Maíz Victoria, Laguna 2 - 
IC6-Cat F. verticillioides Maíz Isabela 2 - 
IRR1-Lag F. verticillioides Maíz Victoria, Laguna 2 - 
 
Tabla 4. Cepas de Fusarium procedentes de Filipinas estudiadas en este capítulo. Se indica especie, hospedador, 
procedencia e idiomorfo de apareamiento (MAT) de cada una de ellas. Tanto la especie como el idiomorfo MAT 
han sido determinados en este trabajo. Además aparece el número de acceso de la base de datos GenBank de 
cada cepa (Cruz et al., 2013). 
1 
Cepas empleadas en el posterior análisis filogenético. 
2 
Cepas empleadas para el posterior análisis de expresión del gen FUM1. 
N.D. No determinado. 
 
Capítulo 2 
75 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Presencia y distribución de las especies de Fusarium en las muestras de arroz procedentes de 
Filipinas. 
4a: Gráfico de porcentajes de presencia de las diferentes especies de Fusarium en el total de las muestras. 
4b: Se expresa en porcentajes la presencia de F. fujikuroi frente al resto de especies de Fusarium 
encontradas en las dos localizaciones mayoritariamente analizadas. 
 
 
    2.3.2. Análisis filogenético 
En la figura 5 aparece el dendrograma obtenido mediante el análisis filogenético 
de las secuencias parciales del gen EF-1α realizado con los criterios de máxima 
parsimonia. La secuencia tiene un total de 673 pb. Dicho dendrograma presenta dos 
grupos principales. El primero, representado en la parte superior del árbol, incluye todas 
las cepas de F. fujikuroi, tanto las procedentes de Filipinas, agrupadas en un subgrupo, 
así como las de distinto origen y hospedador, aunque éstas dos un poco más alejadas 
(tablas 1 y 3, figura 5). Las 27 cepas procedentes de Filipinas presentan muy baja 
variabilidad, aunque no podemos asegurar que no sean individuos diferentes, ya que 
muchas de ellas presentan diferencias en sus secuencias y tipos de apareamiento. 
El segundo grupo, representado en la parte inferior del dendrograma, lo 
componen las cepas de las especie F. proliferatum, las cuales presentan mayor 
variabilidad dentro del grupo. En este grupo de cepas también existe mayor variabilidad 
de orígenes geográficos y hospedadores de procedencia. La cepa 13a, procedente de 
arroz de Filipinas se encuentra entre ellas. 
 
 
 
a b 
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Figura 5: Dendrograma que muestra el árbol consenso obtenido por el método de máxima parsimonia del 
gen EF-1α para 45 cepas (tablas 2 y 4), utilizando el programa PAUP. Sólo se representan los valores de 
bootstrap mayores del 50%.  
    
    2.3.3. Análisis de la producción de fumonisinas de cepas de F. fujikuroi y 
detección de la expresión del gen FUM1 por RT-PCR a tiempo real 
Los datos obtenidos de los ensayos de ELISA realizados para detectar 
producción de fumonisina B1 a partir del fluido extracelular de cultivos de todas las 
cepas de la especie F. fujikuroi procedentes de Filipinas incubados durante 7 días 
aparecen en la tabla 5. 13 de las 32 cepas de F. fujikuroi resultaron ser productoras de 
FB1, lo cual supone un porcentaje de cepas productoras del 40,62%. Los valores de 
producción obtenidos varían desde 0,386 ppm a 223,83 ppm. 
 
Valores obtenidos mediante el análisis 
de máxima parsimonia (MP): 
673 nucleótidos  
1 de 2 árboles de MP  
198 pasos ; CI = 0,794; RI = 0,946 
81 
62 
100 67 
62 
82 
63 
67 
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Cepa Presencia del gen FUM1
1
 Producción de FB1 
(ppm) 
Expresión del gen FUM1
2
 
2a + 223,830 + 
2b + N.D. + 
3a + N.D. N.A. 
3b + N.D. N.A. 
4a + N.D. N.A. 
4b + N.D. N.A. 
5a + 0,599 + 
5b + 10,700 + 
6a + 0,757 + 
6b + N.D. + 
7a + N.D. N.A. 
7b + 18,740 + 
8a + N.D. + 
8b + N.D. N.A. 
9a + N.D. N.A. 
9b + N.D. N.A. 
10a + 186,390 + 
10b + N.D. N.A. 
11a + 0,670 + 
14a + 0,386 + 
14b + N.D. N.A. 
17a + N.D. + 
17b + 21,515 + 
19a + 2,780 + 
19b + 17,220 + 
20a + N.D. N.A. 
20b + N.D. N.A. 
21a + N.D. N.A. 
21b + 0,476 + 
Va1 + N.D. N.A. 
Va2 + N.D. N.A. 
Va3 + 17,82 + 
 
Tabla 5: Resultados de los análisis de presencia del gen FUM1, producción de FB1 y expresión relativa 
del gen FUM1 de las cepas de F. fujikuroi procedentes de Filipinas.  
1
Presencia (+)/ausencia (-) 
2
FUM1 se expresa en cada caso comparado con la cepa de F. fujikuroi 17b cultivada en medio Sabouraud 
(no inductor de fumonisinas), a la cual se dio valor 1,00. 
N.A.- No analizado; N.D.- No detectado 
 
Una vez analizada la producción de FB1 de todas las cepas de F. fujikuroi, 
aquellas que presentaron producción positiva se emplearon para el análisis de expresión 
relativa del gen FUM1 mediante RT-PCR a tiempo real. Además se realizó este mismo 
análisis en 4 cepas con producción de fumonisinas negativa (2b, 6b, 8a y 17a), las 
cuales se emplearon como controles. En todas las cepas analizadas (con producción de 
fumonisinas) la expresión relativa del gen FUM1 fue mayor que 1,00, siendo éste el 
valor dado a la cepa control (cepa 17b cultivada en medio Sabouraud, que presentó una 
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expresión basal de fumonisinas de 0,015 ppm) (tabla 5). Todos los valores de CT fueron 
menores al valor CT del control negativo sin cDNA. 
 
2.4. Discusión 
Como podemos observar en la tabla 4, al identificar a nivel de especie las cepas 
procedentes de las muestras de arroz, se vio una presencia mayoritaria de F. fujikuroi, 
alcanzando un 82,05% frente a otras especies del género Fusarium.  Como ya se ha 
comentado, el arroz es el hospedador habitual de esta especie fúngica. En la figura 4a se 
observan los porcentajes de cada una de las especies de Fusarium encontradas, mientras 
que en la figura 4b aparecen representadas las especies según su origen geográfico, 
siendo mayor la presencia de F. fujikuroi en las muestras de Nueva Écija que en las 
procedentes de la provincia de Laguna (93,4% y 33,3% respectivamente). 
Todas las cepas aisladas de maíz fueron identificadas como F. verticillioides. 
Como se comentará en capítulos posteriores, esta especie está mundialmente asociada a 
enfermedades en el maíz, en todas las fases del desarrollo de la planta, colonizando 
raíces, tallos, hojas y semillas, tanto sintomática como asintomáticamente (Leslie y 
Summerell, 2006). Si bien las cepas procedentes de maíz y arroz de Filipinas estudiadas 
en este capítulo comparten localización geográfica, no se ha encontrado F. 
verticillioides en las muestras de arroz. Aunque la presencia de F. verticillioides se ha 
descrito en otros hospedadores aparte del maíz, este es su hospedador principal y no hay 
muestras de que el arroz sea una especie muy favorable a su colonización. La 
preferencia por un hospedador u otro es algo muy común en hongos fitopatógenos, ya 
que los mecanismos que funcionan con una especie pueden no ser válidos para otra, o 
las condiciones en las que se produce la interacción con una especie vegetal y que 
permiten su crecimiento y desarrollo serán diferentes entre los distintos hospedadores 
(van der Does y Rep, 2007). 
Tras su caracterización, se encontraron cepas de los tipos de apareamiento 1 y 2, 
lo cual, como recogen Kerényi et al. (2002), sugiere la existencia de reproducción 
sexual. Aunque los ratios 1:1 de los dos idiomorfos son frecuentes en hongos con 
sistemas de reproducción sexual bien establecidos, también se encuentran otros ratios en 
especies sexuales, como en este caso un ratio MAT1:MAT2 de aproximadamente 1:2, 
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aunque también podría deberse a un tamaño muestral estudiado pequeño (Conde-
Ferráez, 2007; Waalwijk et al., 2006).    
El análisis filogenético reveló la existencia de dos grupos bien diferenciados, que 
separan las dos especies analizadas. Todas las cepas de F. fujikuroi aparecen en un 
único grupo, independientemente de su procedencia u hospedador de origen, 
presentando una  variabilidad intraespecífica muy baja. Las cepas de F. proliferatum 
aparecen también agrupadas, aunque divididas a su vez en varios subgrupos, mostrando 
una variabilidad mucho mayor. La forma de agruparse de las cepas de F. proliferatum 
tampoco parece presentar relación alguna con la región geográfica o el hospedador de 
procedencia de estas cepas, lo cual ya se había descrito en estudios filogenéticos previos 
llevados a cabo con esta especie (Jurado et al., 2010). La separación de las dos especies 
cercanas en dos grupos bien diferenciados y presentando valores altos de bootstrap fue 
también descrita previamente (Amatulli et al., 2010; Wulff et al., 2010). La descripción 
y el estudio del grado de variabilidad genética y de la estructura poblacional son muy 
importantes, ya que estos factores influyen de manera enorme en la respuesta que tendrá 
una especie frente a tratamientos de control (Jurado et al., 2010). Será necesario por 
tanto tenerlos en cuenta a la hora de diseñar nuevas estrategias de control de especies 
toxígenas, como F. fujikuroi en este caso, así como para aumentar la eficacia de las ya 
establecidas.  
El protocolo de detección y cuantificación de la expresión relativa del gen 
FUM1 mediante RT-PCR a tiempo real utilizado se basa en el desarrollado 
originalmente para F. proliferatum (Jurado et al., 2010). Con la puesta a punto de este 
método para la especie F. fujikuroi llevada a cabo en este trabajo, se obtiene una 
herramienta útil e importante a la hora de estudiar el gen FUM1 en esta especie. Como 
se ha demostrado en estudios previos, la especie F. fujikuroi presenta los genes de 
biosíntesis de fumonisinas (González-Jaén et al., 2004), y de acuerdo con esto todas las 
cepas estudiadas revelaron la presencia del primer gen de la ruta, el gen FUM1, como 
observamos en la tabla 4. Todas aquellas cepas en las que se detectó producción de FB1 
mostraron posteriormente la expresión relativa del gen FUM1. Además de ellas, 
presentaron expresión relativa de este gen otras cuatro cepas para las que no se detectó 
producción de fumonisinas. La expresión del primer gen de la ruta de biosíntesis de 
fumonisinas se opondría en un principio a la posterior ausencia de producción de FB1 
detectada. Sin embargo, esto puede ser debido a diferentes causas, como por ejemplo 
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falta de funcionalidad de otros genes de la ruta; una producción de fumonisinas muy 
baja, a niveles no detectables por el análisis; eficiencia baja en el transporte de la FB1 
hacia el exterior de la célula; o bien por la existencia de intermediarios de la ruta de 
síntesis de esta toxina que pudieran estar interviniendo en la síntesis de otras toxinas u 
otros metabolitos secundarios producidos también por esta especie. Esto último 
sugeriría una interconexión de rutas metabólicas secundarias (de biosíntesis de otras 
toxinas u otros metabolitos secundarios), muchas de las cuales aún no han sido 
elucidadas (Wiemann et al., 2013). Por tanto, detección positiva de la expresión del gen 
FUM1 en F. fujikuroi podría ser una buena aproximación de la potencialidad de una 
determinada cepa para producir fumonisinas. Serían de gran utilidad nuevos estudios 
que ampliaran la información sobre la regulación de la biosíntesis de fumonisinas en 
esta especie para poder evaluar con mejor precisión el riesgo potencial de F. fujikuroi e 
identificar los factores implicados más importantes. El protocolo de cuantificación de la 
expresión del gen FUM1 mediante RT-PCR a tiempo real desarrollado en este trabajo 
contribuirá a facilitar futuros estudios de regulación y comparación con las otras dos 
especies próximas y productoras de fumonisinas.     
La producción de fumonisinas a niveles detectables e incluso elevados (niveles 
entre 0,386 y 223,83 ppm) de las cepas de F. fujikuroi observada en este trabajo es 
similar a la observada en otros estudios realizados con F. verticillioides y F. 
proliferatum en condiciones similares a las utilizadas en este capítulo (Jurado et al., 
2010). Esto sugiere que la capacidad potencial de producción de estas micotoxinas por 
parte de F. fujikuroi  está probablemente subestimada. Por tanto, el impacto que supone 
la producción de fumonisinas por parte de esta especie debería ser estudiado más en 
profundidad, con el objetivo de obtener más resultados que serán interesantes tanto para 
el campo de la agricultura, como para el de la salud humana y animal.  La colonización 
por parte de F. fujikuroi de diferentes especies confirmaría el carácter oportunista de 
este hongo, hecho que ya señalaron diferentes autores (Leslie et al.,2004; 2006) y por 
tanto, su presencia en distintos productos y materias primas indicaría una contaminación 
potencial por fumonisinas, la cual sería particularmente relevante en determinados 
cultivos que hasta ahora no han sido considerados de presentar riesgo por 
contaminación de estas toxinas, como puede ser el arroz, entre otros. 
Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre en otras especies del género 
Fusarium, en el caso de F. fujikuroi no se ha considerado que las fumonisinas pudiesen 
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afectar a la patogénesis de este hongo (Desjardins et al., 2000). Como ya se ha 
comentado, el problema más importante que supone la presencia de F. fujikuroi en el 
arroz es la enfermedad de Bakanae. Las fumonisinas no son las causantes de esta  
enfermedad, sin embargo, proporcionarían una ayuda al hongo a la hora de colonizar el 
tejido de los hospedadores, así como para competir contra otras especies fúngicas 
durante la colonización, como se ha sugerido para especies próximas (Jurado et al., 
2008; Marín et al., 2010b). La detección de cepas de F. fujikuroi productoras de 
fumonisinas indica que la habilidad para producir esta toxina puede considerarse como 
una capacidad ampliamente distribuida en esta especie, de manera similar a lo que 
ocurre con F. verticillioides o F. proliferatum, y refuerza el interés del estudio de esta 
especie.  
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Capítulo 3. Influencia del sustrato sobre el crecimiento y la expresión 
del gen FUM1 en Fusarium verticillioides y Fusarium proliferatum 
 
3.1. Introducción 
Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg, (teleomorfo: Gibberella 
moliniformis) y Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg (teleomorfo: 
Gibberella intermedia) son dos de los principales hongos patógenos del maíz, que en 
muchas ocasiones se dan a la vez en un mismo hospedador. Ambas especies están muy 
próximas filogenéticamente, pertenecen al complejo de especies Gibberella fujikuroi y 
muestran perfiles ecofisiológicos bastante semejantes (Marín et al., 2010b). Además, 
están ampliamente distribuidas en las regiones templadas (Aliakbari et al., 2007; 
Cavaglieri et al., 2009; Desjardins et al., 2000; De Souza y Formento, 2004; Marín et 
al., 2013). 
Las cepas de F. verticillioides productoras de fumonisinas contaminan 
esencialmente el maíz, causando diversas enfermedades tales como la pudrición rosada 
del tallo o la pudrición de la mazorca (Figura 1). Estudios recientes han demostrado 
también su presencia en otros cultivos como el trigo o la cebada (Chehri et al., 2010; 
Tančić et al., 2012).  
Por otra parte, F. proliferatum coloniza un gran número de hospedadores además 
del maíz, tan diversos como el pino, la palmera, los espárragos o la piña, pero es 
especialmente importante en cereales, por ejemplo el trigo, ya que causa la enfermedad 
de la punta negra del grano (Figura 1) (Conner et al., 1996; Desjardins et al., 2007). 
Estas diferencias en su rango de hospedadores podrían estar causadas por diferencias en 
su capacidad de colonización e infección de las distintas especies vegetales. La 
composición de los tejidos del hospedador, así como los mecanismos y cambios 
metabólicos y genéticos producidos en el curso de la interacción huésped-patógeno, 
podrían jugar un papel importante, aunque en este momento la información disponible 
para estas dos especies fúngicas es aún escasa, sobre todo en el caso de F. proliferatum.  
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Ambas especies son productoras de micotoxinas, siendo las fumonisinas las más 
relevantes desde el punto de vista de la seguridad alimentaria. El porcentaje de cepas 
productoras de esta toxina es muy elevado en las dos especies, pero la regulación de su 
síntesis en respuesta a los factores ambientales críticos presenta diferencias que podrían 
ser relevantes en su medio natural (Marín et al., 2010b). 
El crecimiento fúngico y la producción de fumonisinas están en gran medida 
influidos por una compleja interacción entre diferentes factores, tanto bióticos como 
abióticos. El elevado número de estos factores dificulta en gran medida el estudio en 
condiciones naturales del metabolismo de estos patógenos (Stępień et al., 2015). El 
potencial hídrico (Ψw) y la temperatura son los más relevantes (Charmley et al., 1994; 
Magan et al., 2007), aunque también debe tenerse muy en cuenta el efecto del sustrato 
sobre el que crece el hongo. Todos estos factores están interactuando en el medio 
natural. 
Como vimos en el capítulo anterior, las condiciones óptimas para el crecimiento 
fúngico normalmente difieren de las consideradas óptimas para producción de 
micotoxinas (D’Mello y MacDonald, 1997; Khalesi y Khatib, 2011; Marín et al., 2013), 
y estas condiciones dependen en gran medida del sustrato en el que crece el hongo. 
Dado que la mayoría de los estudios previos se han realizado sobre medios sintéticos, es 
probable que algunas de las toxinas estudiadas se produzcan sobre el hospedador en 
condiciones y cantidades diferentes a las halladas en estos estudios. Por lo tanto, los 
estudios realizados con medios de cultivo preparados con extracto de diferentes 
productos alimentarios se consideran, hasta el momento, una buena aproximación a las 
 
Figura 1:  
1a. Efectos de la pudrición rosada del tallo y de la mazorca, ambas en maíz, causada por F. verticillioides.  
1b. Efectos de la enfermedad de la punta negra del grano en trigo, causada por F. proliferatum. 
a b 
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condiciones que se dan en los sustratos naturales (Gil-Serna et al., 2015; Pardo et al., 
2005;  Stępień et al., 2015).  
Considerando todo ello, una más amplia información sobre el sustrato de 
crecimiento (en definitiva, el hospedador), podría ayudar a entender o explicar los 
diferentes resultados obtenidos en ambas especies en relación a las especies vegetales 
que coloniza y su interacción con las condiciones ambientales (temperatura y potencial 
hídrico). La dificultad de diseccionar los distintos factores en condiciones de campo 
obliga a diseñar experimentos que lo permitan. Numerosos trabajos en este sentido 
indican la idoneidad de los sistemas in vitro en condiciones controladas (Gil-Serna et 
al., 2015; Pardo et al., 2005;  Stępień et al., 2015; etc.). En este capítulo se estudia el 
efecto combinado de los factores ambientales críticos y el sustrato sobre el crecimiento 
y la biosíntesis de fumonisinas en F. verticillioides y F. proliferatum.      
En particular, los objetivos de este capítulo fueron:  
(4) Evaluar el efecto de los sustratos maíz, trigo y cebada en combinación 
con la temperatura y el estrés hídrico, sobre el crecimiento fúngico de 
F. verticillioides y F. proliferatum. 
(5) Analizar el efecto de estos mismos factores sobre la expresión del gen 
de biosíntesis de fumonisinas FUM1 en F. verticillioides y F. 
proliferatum. 
 
3.2. Material y Métodos 
    3.2.1. Material biológico 
Para la realización de este trabajo se emplearon las cepas FvA (FvMM7-3) y 
FpA (FpMM1-2) de F.verticillioides y F. proliferatum respectivamente, ambas aisladas 
en un campo de maíz en la provincia de Madrid (España), en septiembre de 2003. Las 
dos cepas se encuentran muy bien caracterizadas y se ha visto en distintos estudios 
previos que se trata de cepas productoras de fumonisinas (Jurado et al., 2008, 2010; 
Marín et al., 2010b). Los cultivos se mantuvieron en medio PDA (medio agar patata 
dextrosa, Scharlau Chemie, Barcelona, España) a 4ºC y se conservaron como 
suspensión de esporas en glicerol al 15% a -80ºC en el Departamento de Genética de la 
Universidad Complutense de Madrid (UCM).  
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    3.2.2. Medios de cultivo. Obtención de las distintas condiciones ambientales  
Los medios utilizados en este capítulo se elaboraron empleando extractos de 
distintos cereales: cebada (Hordeum vulgare), maíz (Zea mays) y trigo (Triticum 
durum). Se trata de extractos al 3% (p/v) de cada matriz con agar bacteriológico 
europeo (Pronadisa, España) (20g/L). Para su preparación se hirvieron 30 g de grano de 
cada uno de los cereales por separado, cada uno en 1 L de agua destilada durante 30 
minutos. Seguidamente se filtró el líquido resultante a través de una doble capa de tela 
de muselina y se ajustó el volumen a 1 L.  
El potencial hídrico de cada medio se modificó con glicerol, soluto no iónico, y 
las temperaturas de incubación elegidas fueron 15, 20, 25, 30, 35 y 40ºC. Los 
potenciales hídricos empleados fueron -0,7 (medio control), -2,8 y -7,0 MPa, que 
corresponden a actividades de agua de 0,995, 0,982 y 0,955 respectivamente. Como se 
ha explicado en el anterior capítulo, al medio control no se le añadió glicerol. Todos los 
tratamientos y sus réplicas (3 por cada condición) se cubrieron con láminas estériles de 
celofán (P400, Cannings, Ltd., Bristol, Reino Unido) antes de la inoculación, para 
facilitar la posterior recogida de la biomasa fúngica.  
    3.2.3. Inoculación, incubación y medición del crecimiento fúngico 
En cada una de las placas (tratamientos y sus réplicas) se inoculó un disco de 
agar de 3 mm de diámetro procedente de otra placa, de F. verticillioides o F. 
proliferatum según el caso, incubada para su crecimiento durante 5-7 días a 25ºC. En 
total se realizaron 54 tratamientos diferentes para cada una de las dos especies: tres 
sustratos (cebada, maíz y trigo), tres potenciales hídricos (-0,7, -2,8 y -7,0 MPa) y 6 
temperaturas distintas (15, 20, 25, 30, 35 y 40ºC).  
La incubación se realizó durante 10 días, evaluando diariamente el crecimiento 
fúngico. Para ello se midieron dos diámetros perpendiculares de las colonias en 
crecimiento hasta que la colonia alcanzó el borde de la placa o se cumplieron los 10 días 
del experimento. La tasa de crecimiento (mm/día) fue calculada mediante una regresión 
lineal y definida como la pendiente de la recta que se obtiene al enfrentar el radio de 
cada colonia en milímetros frente al tiempo en días. 
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    3.2.4. Extracción del RNA total y síntesis de cDNA 
Para llevar a cabo la amplificación del gen FUM1 se seleccionaron determinadas 
condiciones de temperatura y potencial hídrico para cada especie. Las condiciones 
elegidas fueron: 20 y 25ºC para los potenciales hídricos de -0,7 y -2,8 MPa; y 35ºC para 
el potencial hídrico de -7,0 MPa. De esta manera quedaron representadas las 
condiciones óptimas de expresión (20-25ºC y -2,8 MPa), permisivas (20-25ºC y -0,7 
MPA) y marginales (35ºC y -7,0 MPa) para la expresión del gen FUM1, como se ha 
comprobado en estudios previos (Jurado et al., 2008; Marín et al., 2010, 2013).  
Por tanto, al finalizar el periodo de incubación, se retiró el celofán de los 
tratamientos seleccionados para el estudio de la amplificación del gen FUM1, y se 
extrajo el RNA total de la biomasa fúngica utilizando el kit de extracción RNeasy® 
Plant Mini Kit (Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez 
extraído, el RNA se conservó a -80ºC hasta su utilización.  
Como ya se ha explicado en el capítulo 2, apartado 2.2.6, la concentración de 
RNA fue medida con el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop 
Technologies, Wilmington, Estados Unidos) y su integridad fue comprobada mediante 
electroforesis en geles horizontales de agarosa de alta temperatura de gelificación (Bio-
Rad, Estados Unidos) al 1% en tampón TAE (Tris-acetato 40mM y EDTA 1mM) y 
bromuro de etidio (1µg/ml) a una concentración de 1µl/20ml. Toda el agua utilizada 
para elaborar los tampones se trató con DEPC durante 24 horas a 37ºC a una 
concentración de 1ml/L de agua destilada y se esterilizó en autoclave a 121ºC durante 
20 minutos. Las muestras se disolvieron en tampón de carga (glicerol 50%, EDTA 1mM 
pH 8, cianol xilano 0,25% y azul de bromofenol 0,25%). Se aplicó 1 µg de muestra. 
El RNA total se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente con la 
DNasa Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen, Gran Bretaña) siguiendo 
las instrucciones del fabricante para eliminar la posible contaminación con DNA 
genómico. 
La transcripción inversa, como se ha indicado en el capítulo 2, apartado 2.2.7, se 
realizó con el kit GeneAmp Gold RNA PCR reagent kit (Applied Biosystems, Estados 
Unidos) a partir de 500 ng de RNA total libre de DNA genómico. Cada mezcla de 
reacción contenía 10 µl del tampón de reacción de RT-PCR 5x, 0,5 µl de oligo(dT)16 
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(50 µM), 2 µl de MgCl2 (25 mM), 2µl de la solución de deoxinucleótidos trifosfato 
(dNTP) (10 mM), 2 µl de ditiotreitol (DTT) (100 mM), 0,5 µl (10U) de inhibidor de la 
RNasa (20 U/µl), 0,3 µl (15 U) de la transcriptasa inversa Multiscribe (50 U/µl) y agua 
DEPC en un volumen final de reacción de 20 µl. La síntesis de cDNA se llevó a cabo en 
un termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania) y el programa de la 
transcripción inversa consistió en un primer ciclo de 10 minutos a 25ºC (hibridación), 
un ciclo de 12 minutos a 42ºC (trascripción inversa) y parada a 4ºC. Tras el proceso de 
síntesis del cDNA, éste se guardó a -80ºC. De cada una de las muestras se realizaron 
controles negativos a los que no se añadió la enzima transcriptasa inversa.   
    3.2.5. RT-PCR a tiempo real y análisis cuantitativo de los datos 
La RT-PCR a tiempo real se empleó para amplificar el gen FUM1 y el gen 
constitutivo TUB2 (gen de la β-tubulina, control endógeno) de cada una de las muestras 
de cDNA obtenidas de los tratamientos seleccionados de las cepas FvA y FpA. Las 
parejas de cebadores específicos empleadas fueron: PQF5-F y PQF5-R para el gen 
FUM1 de F. verticillioides (López-Errasquín et al., 2007), FUM1P2-F y FUM1P2-R 
para el gen FUM1 de F. proliferatum (Jurado, 2006) y PQTUB-F2 y PQTUB-R2 para 
una región parcial del gen TUB2 de ambas especies (López-Errasquín et al., 2007; 
Jurado et al., 2010) (Tabla 1).  
 
Gen Amplificado Nombre del cebador Secuencia (5’-3’) 
FUM1 
F. verticillioides 
PQF5-F     GAGCCGAGTCAGCAAGGATT 
PQF5-R AGGGTTCGTGAGCCAAGGA 
FUM1 
F. proliferatum 
FUM1P2-F CCCCCATCATCCCGAGTAT 
FUM1P2-R TGGGTCCGATAGTGATTTGTCA 
TUB2 
PQTUB-F2 ACATCCAGACAGCCCTTTGTG 
PQTUB-R2 AGTTTCCGATGAAGGTCGAAGA 
 
Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en las reacciones de amplificación de RT-PCR a tiempo 
real en F. verticillioides y F. proliferatum. 
 
Tanto el protocolo como las condiciones para la PCR han sido descritas 
previamente en Jurado et al. (2008, 2010) y Marín et al. (2010b), así como en el 
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capítulo 2, apartado 2.2.8 de esta memoria. Para ello se empleó la mezcla SYBR® 
Green PCR Master Mix de Applied Biosystems (Estados Unidos), la cual incluye, en las 
cantidades adecuadas, la enzima AmpliTaq Gold ® DNA Polymerase, dNTPs, MgCl2 y 
tampón de PCR, e incorpora el colorante SYBR Green I (Wittwer et al., 1997).  Las 
muestras se amplificaron por duplicado en placas para reacciones ópticas de 384 
pocillos (Applied Biosystems, Estados Unidos). Cada reacción se llevó a cabo en un 
volumen de 10 µl que contenía 5 µl de la mezcla maestra SYBR® Green PCR Master 
Mix, 1,3 µl de agua Mili-Q estéril, 0,6 µl de cada cebador a 5 µM (siendo su 
concentración final de 300 nM) y 2,5 µl de cDNA. Las reacciones de PCR se llevaron a 
cabo en un termociclador a tiempo real ABIPRISM 7900 HT (Applied Biosystems, 
Estados Unidos) en la Unidad de Genómica de la UCM, siendo las condiciones térmicas 
utilizadas para la amplificación de los dos genes de un ciclo inicial de 10 minutos a 
95ºC (activación enzimática) seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 
60ºC (desnaturalización y extensión). Para todas las muestras se incluyeron controles 
negativos para comprobar la correcta eliminación de DNA genómico. Estos controles se 
procesaron de igual manera que el resto de las muestras. 
El análisis cuantitativo de los datos se realizó como ya se ha explicado en el 
apartado 3.2.6 del capítulo 3, empleando el método ΔΔCT ó método de la cuantificación 
relativa de los niveles de expresión del gen problema FUM1 respecto del gen de control 
endógeno o constitutivo TUB2 (Ginzinger, 2002; User Bulletin Nº2).  Para ello se 
realizó una RT-PCR a tiempo real para analizar la amplificación de los genes FUM1 y 
TUB2.  El gen TUB2 se utilizó para normalizar la cantidad de mRNA del gen diana. En 
el análisis de resultados de la RT-PCR a tiempo real, la cuantificación se basa en la 
determinación del ciclo umbral (threshold cycle, CT) de cada muestra, que se define 
como el primer ciclo de amplificación donde la señal de fluorescencia es mayor que el 
límite de detección mínimo establecido previamente mediante la línea base o umbral, 
indicando que los productos de PCR son detectables. 
Los valores de ΔCT, empleados para realizar los análisis estadísticos, se 
obtuvieron restando la media de los valores CT del gen endógeno de la media de los 
valores CT del gen diana. El cálculo del valor ΔΔCT utilizado en las representaciones 
gráficas se calculó restando a cada ΔCT el valor del ΔCT de un calibrador, que es la 
muestra utilizada como referencia para obtener el valor relativo de las demás muestras. 
En este caso los calibradores empleados fueron las muestras de cada especie cultivadas 
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en cebada a 20ºC y -0,7 MPa. La desviación del valor ΔΔCT es la misma que la del ΔCT, 
ya que se trata de una resta de un valor arbitrario. Finalmente, el valor del gen 
problema, normalizada a una referencia endógena y relativa a un calibrador se obtiene 
mediante la fórmula:  2
- ΔΔCT
 
    3.2.6. Análisis estadístico de los resultados 
Se calculó la tasa de crecimiento para cada tratamiento y réplica como se ha 
descrito anteriormente. Tanto para los resultados de crecimiento, como para la 
expresión del gen FUM1, se realizaron análisis de la varianza (ANOVAs 
multifactoriales) de los tres factores (sustrato x temperatura x potencial hídrico) para 
cada una de las dos especies, así como análisis bidireccionales de la varianza (ANOVAs 
bidireccionales) para cada sustrato (temperatura x potencial) en los casos en que fue 
necesario. También se llevaron a cabo análisis post hoc (test HSD de Tukey de 
múltiples comparaciones) con un nivel de confianza del 95%. La consistencia de los 
valores de expresión del gen TUB2 fue probada de igual manera que en el capítulo 3, 
apartado 3.2.7., resultados que confirmaron la consistencia y estabilidad de este gen 
constitutivo. Los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando los programas 
STATGRAPHICS CENTURION XV.II (Statistical Graphics Corp., Herndon, Virginia) 
y SPSS 17.0.0 (Rel, 2008. Chicago: SPSS Inc.).  Como ya se ha indicado, para el 
análisis de la expresión del gen FUM1se emplearon los valores ΔCT. 
 
3.3. Resultados 
    3.3.1. Efecto del sustrato sobre el crecimiento a diferentes temperaturas y 
potenciales hídricos 
Las figuras 2a y 2b muestran los perfiles bidimensionales de la tasas de 
crecimiento de las cepas FvA de F. verticillioides y FpA de F. proliferatum, 
respectivamente. Las figuras presentan los resultados obtenidos en los tres sustratos 
probados (cebada, maíz y trigo) y se observa la respuesta de las dos especies a cambios 
en el potencial hídrico (entre -0,7 y -7,0 MPa) y en la temperatura (entre 15 y 40ºC). 
Como se puede observar, los patrones de crecimiento de ambas especies fueron 
similares, aunque la tasa de crecimiento de F. verticillioides mostró valores mayores 
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que la de F. proliferatum. Ambas especies crecieron en todas las temperaturas probadas 
excepto a 40ºC, donde no se observó crecimiento en ningún caso.  
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b. F. proliferatum 
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Figura 2. Perfiles bidimensionales que reflejan el efecto de la temperatura y el potencial hídrico sobre la tasa de 
crecimiento de la cepa FvA de F. verticillioides (2a) y de la cepa FpA de F. proliferatum (2b), cultivadas en medios 
elaborados con extractos de diferentes cereales (cebada, maíz y trigo) durante 10 días. La tasa de crecimiento en cada una 
de las condiciones está determinada por el valor medio de las tres réplicas.   
 
Tasa de crecimiento 
(mm/día) 
7-9 
5-7 
4-5 
3-4 
2-3 
1-2 
0-1 
     
 
 
 
 
 
Tabla 2: Porcentajes de reducción en la tasa de crecimiento respecto a las condiciones óptimas para las especies F. verticillioides (arriba) y F. proliferatum (abajo) 
en todas las temperaturas y potenciales hídricos en los que se observó crecimiento. 
 
F. verticillioides 
 Condiciones 
óptimas de 
crecimiento 
Porcentaje de reducción del crecimiento comparado con el óptimo 
15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 35ºC 
-0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 
Cebada 25ºC,-0,7 MPa 67,63 79,56 89,17 51,54 60,52 83,93  44,78 76,49 11,11 27,72 80,31 62,24 54,24 68,72 
Maíz 30ºC,-0,7 MPa 56,78 66,55 71,66 33,28 49,08 77,39 5,29 38,39 74,66  27,01 68,47 62,07 53,79 73,37 
Trigo 25ºC, -0,7 MPa 54,64 62,25 87,82 18,69 39,29 76,45  26,71 67,09 6,66 23,67 73,77 50,07 32,78 77,89 
F. proliferatum 
 Condiciones 
óptimas de 
crecimiento 
Porcentaje de reducción del crecimiento comparado con el óptimo 
15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 35ºC 
-0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 
Cebada 30ºC,-0,7 MPa 53,47 62,04 84,95 34,16 46,73 73,39 16,49 25,65 70,59  17,28 64,37 78,40 46,22 72,90 
Maíz 30ºC,-0,7 MPa 41,12 60,88 65,72 28,96 42,58 45,28 7,71 27,82 70,91  20,39 63,29 79,34 35,95 71,01 
Trigo 30ºC, -0,7 MPa 49,21 61,26 85,75 30,11 44,46 74,34 3,59 29,56 69,49  21,52 72,07 75,75 44,33 71,83 
9
4
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Respecto al sustrato, las dos especies crecieron mejor en cebada que en maíz y trigo, 
siendo los valores óptimos de crecimiento en cebada de 8-9 mm/día para FvA y 6-7 
mm/día para FpA. El maíz presentó valores óptimos de 7-8 mm/día para FvA y 6-7 
mm/día para FpA, mientras que el trigo fue el sustrato en el que se observó un menor 
crecimiento, con tasas de 6-7 mm/día para FvA y 5-6 mm/día para FpA. 
En la figura 2a se puede observar que las condiciones óptimas para el 
crecimiento de F. verticillioides fueron de 25ºC y -0,7 MPa en los medios de cebada y 
trigo, y 30ºC y -0,7 MPa en el medio de maíz. En el caso de F. proliferatum (figura 2b), 
estas condiciones óptimas  fueron de 30ºC y -0,7 MPa en los tres medios probados. En 
la tabla 2 se detallan las reducciones en el crecimiento respecto al óptimo de cada 
especie para todas las condiciones del experimento. Las condiciones marginales fueron 
similares en las dos especies y en los tres sustratos: 15ºC y 35-40ºC, y -7,0 MPa, y 
produjeron la mayor reducción del crecimiento. Si bien, aunque exista esta reducción 
acusada de la tasa de crecimiento, las temperaturas de 15 y 35ºC aún permitieron un 
crecimiento sustancial de ambas especies. A 40ºC sin embargo, no se observó en ningún 
caso crecimiento fúngico. En la tabla 3 se comparan los resultados obtenidos con los 
datos de la tasa de crecimiento de estas dos especies en medio sintético (Marín et al., 
2010b). 
 
 Condiciones 
óptimas de 
crecimiento 
Porcentaje de reducción del 
crecimiento comparado con el óptimo 
30ºC 35ºC 
-0,7 -2,8 -7,0 -0,7 -2,8 -7,0 
F. verticillioides (medio sintético)* 25ºC, -0,7 MPa 7,48 2,23 50,65 30,58 17,00 55,68 
F. verticillioides (cebada) 25ºC,-0,7 MPa 11,11 27,72 80,31 62,24 54,24 68,72 
F. verticillioides (maíz) 30ºC,-0,7 MPa  27,01 68,47 62,07 53,79 73,37 
F. verticillioides (trigo) 25ºC, -0,7 MPa 6,66 23,67 73,77 50,07 32,78 77,89 
F. proliferatum (medio sintético)* 25ºC, -2,8 MPa 16,75 12,45 50,27 33,71 16,09 58,19 
F. proliferatum (cebada) 30ºC,-0,7 MPa  17,28 64,37 78,40 46,22 72,90 
F. proliferatum (maíz) 30ºC,-0,7 MPa  20,39 63,29 79,34 35,95 71,01 
F. proliferatum (trigo) 30ºC, -0,7 MPa  21,52 72,07 75,75 44,33 71,83 
 
Tabla 3. Porcentajes de la reducción del crecimiento respecto a las condiciones de temperatura y 
potencial hídrico óptimas de cada especie y cada sustrato (medio sintético, cebada, maíz y trigo). Se 
indican las condiciones de 30ºC y 35ºC y potenciales hídricos de -0,7, -2,8 y -7,0 MPa.  
*Datos tomados de Marín et al., 2010b. 
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El ANOVA multifactorial llevado a cabo para estudiar el efecto de los distintos 
factores sobre el crecimiento mostró efectos significativos de los tres factores 
individualmente (sustrato, temperatura y potencial hídrico), así como de sus 
interacciones, en las dos especies; solamente no resultaron ser significativas las 
interacciones sustrato x Ψw y la triple interacción sustrato x Ψw x temperatura en F. 
verticillioides (tablas 4 y 5). A continuación se realizaron ANOVAs bidireccionales por 
sustrato para ambas especies (tablas 6 y 7). Los test post hoc realizados (test HSD de 
Tukey) que aparecen también en estas dos últimas tablas muestran diferencias 
significativas en la tasa de crecimiento en los tres sustratos. 
Fuente de  
Variación 
Grados de 
Libertad 
Media  
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Sustrato 2 15.956 6.198** 
Potencial Hídrico 2 487.784 189.468*** 
Temperatura 4 132.090 51.307*** 
Sustrato x Potencial 4 3.401 1.321 
Sustrato x Temperatura 8 6.279 2.439* 
Potencial Hídrico x 
Temperatura 
8 37.817 14.689*** 
Sustrato x Potencial 
Hídrico x Temperatura 
16 2.960 1.150 
 
Tabla 4. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hídrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la 
temperatura (20, 25, 30 y 35ºC) y del sustrato (cebada, maíz y trigo), así como sus interacciones, sobre la 
tasa de crecimiento de FvA. No se realizaron los análisis con la temperatura de 40ºC ya que el valor de la 
tasa de crecimiento fue 0. Estadístico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para 
p<0,01; *** Significativo para p<0,001.  
 
 
Fuente de  
Variación 
Grados de 
Libertad 
Media  
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Sustrato 2 7.946 23.701*** 
Potencial Hídrico 2 265.412 791.624*** 
Temperatura 4 98.887 294.941*** 
Sustrato x Potencial 4 2.075 6.190*** 
Sustrato x Temperatura 8 1.694 5.053*** 
Potencial Hídrico x 
Temperatura 
8 34.546 103.038*** 
Sustrato x Potencial 
Hídrico x Temperatura 
16 0.963 2.873** 
 
Tabla 5. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hídrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la 
temperatura (20, 25, 30 y 35ºC) y del sustrato (cebada, maíz y trigo), así como sus interacciones, sobre la 
tasa de crecimiento de FpA. No se realizaron los análisis con la temperatura de 40ºC ya que el valor de la 
tasa de crecimiento fue 0. 
Estadístico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para 
p<0,001. 
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Fuente de Variación 
Cebada 
Grados de Libertad Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 4 76.780 13.861*** 
Potencial Hídrico 2 206.171 37.219*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
8 24.407 4.406** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico  Resultados para la temperatura 
15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 35ºC -0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
a/b/c a/a/b a/b/c a/a/a a/b/c a/abc/c/bc/ab a/ab/bc/c/abc a/ab/bc/abc/c 
       
       
Fuente de Variación 
Maíz 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 4 38.554 22.475*** 
Potencial Hídrico 2 134.008 78.121*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
8 13.976 8.147*** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico Resultados para la temperatura 
15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 35ºC  -0,7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
a/a/a a/b/c a/b/c a/a/b a/a/a a/b/c/c/a a/ab/b/b/ab a/a/a/a/a 
    
    
Fuente de Variación 
Trigo 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 4 29.313 62.538*** 
Potencial Hídrico 2 154.408 329.422*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
8 5.354 11.423*** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico (MPa) Resultados para la temperatura (ºC) 
15ºC  20ºC 25ºC 30ºC 35ºC  -0,7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
a/a/b a/b/c a/b/c a/a/b a/b/c a/b/b/b/a a/a/b/b/ab a/b/c/b/b 
 
Tabla 6. ANOVA bidireccional de los factores temperatura,  potencial hídrico y su interacción en cada 
uno de los medios (cebada, maíz y trigo) respecto a la tasa de crecimiento de F. verticillioides. 
F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.  
El test HSD de Tukey se realizó por cada sustrato, temperatura y potencial hídrico separadamente siempre 
que el valor P de su interacción fue significativo. Letras diferentes indican diferencias con P<0,05. No se 
realizaron los análisis con la temperatura de 40ºC ya que el valor de la tasa de crecimiento fue 0. 
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Fuente de Variación 
Cebada 
Grados de Libertad Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 4 44.105 97.903*** 
Potencial Hídrico 2 100.992 224.182*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
8 10.147 22.523*** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico  Resultados para la temperatura 
15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 35ºC -0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
a/b/c a/a/b a/a/b a/b/c a/b/c a/b/bc/c/d a/bc/d/d/c a/b/b/c/b 
       
       
Fuente de Variación 
Maíz 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 4 27.237 157.845*** 
Potencial Hídrico 2 62.625 362.918*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
8 15.780 91.450*** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico Resultados para la temperatura 
15ºC 20ºC 25ºC 30ºC 35ºC  -0,7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
a/b/b a/b/b a/b/c a/b/c a/b/c a/b/c/c/d a/b/c/d/bc ab/c/a/b/a 
    
    
Fuente de Variación 
Trigo 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 4 30.932 80.811*** 
Potencial Hídrico 2 105.946 276.784*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
8 10.546 27.550*** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico (MPa) Resultados para la temperatura (ºC) 
15ºC  20ºC 25ºC 30ºC 35ºC  -0,7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
a/b/c a/b/c a/b/c a/b/c a/b/a a/a/b/b/c a/b/c/c/b a/b/b/b/b 
 
Tabla 7. ANOVA bidireccional de los factores temperatura,  potencial hídrico y su interacción en cada 
uno de los medios (cebada, maíz y trigo) respecto a la tasa de crecimiento de F. proliferatum. 
F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.  
El test HSD de Tukey se realizó por cada sustrato, temperatura y potencial hídrico separadamente siempre 
que el valor P de su interacción fue significativo. Letras diferentes indican diferencias con P<0,05. No se 
realizaron los análisis con la temperatura de 40ºC ya que el valor de la tasa de crecimiento fue 0. 
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    3.3.2. Efecto del sustrato sobre la expresión del gen FUM1 a diferentes 
temperaturas y potenciales hídricos 
En la figura 3 se observan los patrones de expresión relativa del gen FUM1 en F. 
verticillioides (3a) y F. proliferatum (3b) en cebada, maíz y trigo en las condiciones de 
temperatura y potencial hídrico probadas (indicadas anteriormente en el apartado 4.2.4 
de este capítulo).  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Para cada tratamiento, los valores representan el número de veces que se expresó 
el gen FUM1, siempre de manera relativa respecto a su calibrador, es decir, al 
 
a. F. verticillioides 
a 
b b 
a a 
b 
a a 
a 
a a 
b 
a a a 
-0,7 -2,8 -7,0 
Potencial Hídrico (MPa) 
 
-0,7 -2,8 -7,0 
Potencial Hídrico (MPa) 
b. F. proliferatum 
Figura 3. Expresión relativa del gen FUM1 de las cepas FvA de F. verticillioides (3a) y FpA de F. 
proliferatum (3b) crecidas durante 10 días en las condiciones de 20 y 25ºC y -0,7 MPa, 20 y 25ºC y -2,8 MPa y 
35ºC y -7,0 MPa. Los valores representan el número de veces que se expresó el gen en comparación con su 
calibrador (cultivo de cebada, 20ºC y -0,7 MPa) al cual se le dio valor 1,00. Cada especie cuenta con su 
calibrador propio. Cada resultado representa la media de tres réplicas independientes. Los resultados de los 
tests HSD de Tukey obtenidos para cada sustrato, temperatura y potencial hídrico se indican mediante letras en 
las barras de valor (el test en cada condición es independiente de las demás). Letras diferentes indican 
diferencias significativas para un valor de P<0,05. 
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tratamiento de F. verticillioides o F. proliferatum (según el caso) incubados en medio 
de cebada a 20ºC y -0,7 MPa. A estos calibradores se les asignó el valor de expresión 
1,00. Los resultados reflejados son la media de tres repeticiones independientes.  
Como podemos observar, los resultados de expresión relativa del gen FUM1 son 
diferentes en las dos especies. En F. verticillioides se registró inducción relativa de este 
gen en todos los casos de temperatura y potencial hídrico, siendo maíz el medio con 
niveles mayores de expresión de FUM1. Por el contrario, en F. proliferatum, sólo se 
observó inducción en cebada y trigo a 25ºC y -2,8 MP y trigo, condiciones óptimas para 
la producción de fumonisinas, y el medio de maíz registró la menor expresión del gen 
FUM1. En ambas especies los tratamientos a 35ºC y -7,0 MPa tuvieron el mayor efecto 
negativo en cuanto a la expresión del gen FUM1.    
Los ANOVAs multifactoriales (Tablas 8 y 9) realizados para ambas especies 
mostraron efectos estadísticamente significativos de los tres factores (sustrato, 
temperatura y potencial hídrico) y sus interacciones sobre la expresión del gen FUM1. 
A continuación se realizaron ANOVAs bidireccionales (Tablas 10 y 11) y tests HSD de 
Tukey por sustrato (Figura 3) para cada especie. Estos análisis muestran cómo para F. 
verticillioides en el medio de trigo, tanto la temperatura como el potencial hídrico y su 
interacción tuvieron un efecto significativo, mientras que en los medios de cebada y 
maíz, el efecto significativo fue sólo para el potencial hídrico. En el caso de 
F.proliferatum, todos los análisis revelaron un efecto significativo de los dos factores y 
su interacción, excepto el potencial hídrico en el medio de maíz.   
Fuente de  
Variación 
Grados de 
Libertad 
Media  
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Sustrato 2 15.218 24.573*** 
Potencial Hídrico 1 136.539 220.472*** 
Temperatura 1 5.131 8.285** 
Sustrato x Potencial 2 18.661 30.131*** 
Sustrato x Temperatura 2 11.379 18.374*** 
Potencial Hídrico x 
Temperatura 
1 
2.887 4.662* 
Sustrato x Potencial 
Hídrico x Temperatura 
2 
2.461 6.850*** 
 
Tabla 8. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hídrico (-0,7; -2,8 ó -7,0 MPa), de la 
temperatura (25, 30 ó 40ºC) y del sustrato (cebada, maíz y trigo), así como sus interacciones, sobre la 
expresión del gen FUM1 de FvA (F. verticillioides). Estadístico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; 
** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001. 
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Fuente de  
Variación 
Grados de 
Libertad 
Media  
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Sustrato 2 20.501 35.654*** 
Potencial Hídrico 1 57.270 99.602*** 
Temperatura 1 53.344 92.774*** 
Sustrato x Potencial 2 13.037 22.674*** 
Sustrato x Temperatura 2 7.777 13.525*** 
Potencial Hídrico x 
Temperatura 
1 
99.289 172.681*** 
Sustrato x Potencial 
Hídrico x Temperatura 
2 
6.832 11.883*** 
 
Tabla 9. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hídrico (-0,7; -2,8 ó -7,0 MPa), de la 
temperatura (25, 30 ó 40ºC) y del sustrato (cebada, maíz y trigo), así como sus interacciones, sobre la 
expresión del gen FUM1 de FpA (F. proliferatum). Estadístico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; 
** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001. 
 
 
 
Fuente de Variación 
Cebada 
Grados de Libertad Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 1 1.799 2.769 
Potencial Hídrico 1 137.667 211.908*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
1 
0.722 1.111 
       
       
Fuente de Variación 
Maíz 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 1 0.025 0.438 
Potencial Hídrico 1 17.273 299.012*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
1 
0.005 0.086 
    
    
Fuente de Variación 
Trigo 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 1 26.065 22.656*** 
Potencial Hídrico 1 18.921 16.446** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
1 
14.926 12.973** 
 
Tabla 10. ANOVA bidireccional de los factores temperatura,  potencial hídrico y su interacción por cada 
una de los sustratos (cebada, maíz y trigo) respecto a la expresión del gen FUM1 de FvA (F. 
verticillioides). F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo 
para p<0,001.  
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Fuente de Variación 
Cebada 
Grados de Libertad Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 1 14.059 21.954** 
Potencial Hídrico 1 28.984 45.261*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
1 
50.049 78.155*** 
       
       
Fuente de Variación 
Maíz 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 1 2.860 5.493* 
Potencial Hídrico 1 0.129 0.249 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
1 
7.520 14.440** 
    
    
Fuente de Variación 
Trigo 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 1 51.978 92.188*** 
Potencial Hídrico 1 54.230 96.182*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
1 
55.385 98.231*** 
 
Tabla 11. ANOVA bidireccional de los factores temperatura,  potencial hídrico y su interacción por cada 
una de los sustratos (cebada, maíz y trigo) respecto a la expresión del gen FUM1 de FpA (F. 
proliferatum). F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo 
para p<0,001. 
 
3.4. Discusión 
En este capítulo se ha evaluado el efecto de tres sustratos (cebada, maíz y trigo) 
sobre el crecimiento y la expresión del gen FUM1 en F. verticillioides y F. 
proliferatum, teniendo en cuenta los factores ambientales críticos de temperatura y 
potencial hídrico. En los sustratos estudiados, las dos especies se presentan con 
diferente incidencia y desarrollan enfermedades con diverso nivel de gravedad. Dado 
que el efecto que tienen las condiciones ambientales sobre el crecimiento es diferente 
que el que presentan sobre la biosíntesis de toxinas, el efecto del sustrato ha sido 
analizado también de forma independiente para ambos. Estudios antiguos ya señalaban 
esta diferencia: aunque la composición del medio no parecía tener un gran efecto sobre 
el crecimiento fúngico, sí condicionaba de manera importante su capacidad de producir 
micotoxinas (Lai et al., 1970). Nuestros resultados confirman esta observación, como 
también se ha podido observar en estudios más recientes llevados a cabo con especies 
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de los géneros Fusarium (Marín, S. et al., 2004; Marín, P., et al., 2015; Stępień et al., 
2015) o Aspergillus (Gil-Serna et al., 2015). 
Los resultados sobre el crecimiento fúngico de nuestro estudio revelaron un 
efecto significativo del sustrato, el cual no se ve alterado por las diferentes condiciones 
de potencial hídrico y temperatura. Las dos cepas mostraron un patrón de crecimiento 
similar: ambas especies crecieron mejor en cebada, maíz y trigo, por ese orden, aunque 
presentaron ciertas diferencias, como la tasa de crecimiento que fue mayor en F. 
verticillioides que en F. proliferatum, lo cual ya se había observado en estudios previos 
utilizando los mismos sustratos (Marín, et al., 1999; 2004). Como se puede observar en 
la figura 2, el crecimiento se observó en un amplio rango de condiciones permisivas, lo 
cual concuerda con la amplia distribución de las especies por las distintas regiones 
agroclimáticas españolas. Esto se ha observado también en otros estudios in vitro 
llevados a cabo en medios de cultivo sintéticos, que presentaron patrones de crecimiento 
similares y que concuerdan con esta amplia distribución. Además, los porcentajes de 
reducción del crecimiento observados (tabla 2) son similares entre las dos especies 
estudiadas, así como con los resultados obtenidos en estudios realizados previamente 
(Jurado et al., 2006; 2008; Marín et al., 2010a; 2010b; 2013; 2015) (tabla 3). 
Como ya se ha mencionado, los estudios llevados a cabo en medios elaborados 
con extracto de cereal son importantes a la hora de conocer el comportamiento del 
hongo en medios no sintéticos de diferentes composiciones. Mediante el uso de estos 
medios, podemos conseguir una variación en la fuente de carbono aportada por el 
medio, que es uno de los factores principales que afectan al crecimiento fúngico. Por 
ejemplo, Bluhm y Wolloshuk en 2005 describieron que una cepa de F. verticillioides 
tuvo un crecimiento más rápido en mazorcas de maíz que se encontraban en un estado 
de desarrollo en el cual la cantidad de fuente de carbono, almidón en este caso, era alta 
(58%, estado de masa blanda). Diferentes estudios previos han demostrado que algunos 
hongos toxígenos utilizan el almidón como única fuente de carbono para su crecimiento 
(Bluhm y Woloshuk, 2005; Roussos et al., 2006). Los niveles generales de almidón son 
mayores en cebada (76,38%) que en maíz (74,2%) y por último en trigo (68,3%). Esto 
podría causar ciertas diferencias en las tasas de crecimiento haciendo que el hongo 
crezca más en cebada, maíz y trigo por ese orden, como sucede en nuestro trabajo. 
Además, esto podría ser una explicación para los altos niveles de contaminación fúngica 
que se encuentran en los cultivos de cebada, mayores que los encontrados por ejemplo 
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en trigo como se observa en diferentes trabajos previos (Gil-Serna et al., 2013; Medina 
et al., 2006; Soldevilla et al., 2005).  
Aunque existen numerosos estudios realizados en medios elaborados con 
extractos de diferentes plantas con el objetivo de analizar la cantidad de fumonisina B1 
producida por cepas de Fusarium (Marín et al., 1999; Bluhm y Woloshuk, 2005; Stępień 
et al., 2015; Gil-Serna et al., 2015), no hay hasta el momento estudios previos de la 
expresión del gen FUM1 en medios con extractos de cereales. Como se ha visto 
anteriormente, en muchas ocasiones el patrón de expresión de este gen no se 
corresponde con el patrón de crecimiento del mismo hongo, además de existir patrones 
de expresión diferentes para especies diferentes. El potencial toxígeno de cada especie 
viene influido y/o limitado de diferente manera por los factores ambientales que 
encuentran en los hospedadores (Stępień et al., 2015). De nuevo, la fuente de carbono 
disponible es un factor importante y, por ejemplo, en estudios con especies de 
Aspergillus sección Circumdati se vio que éstas producían mayor cantidad de toxina 
cuando la fuente de carbono del medio era sacarosa, y menor cantidad cuando se trataba 
de fructosa (Medina et al., 2008; Mühlencoert et al., 2004; Gil-Serna et al., 2015).  
En nuestro caso, tanto el medio como las condiciones ambientales mostraron un 
efecto significativo en la expresión del gen  FUM1, que resultó diferente para F. 
verticillioides, especie en la que hubo inducción relativa del gen en todas las 
condiciones probadas,  y en la que el medio de maíz presentó los niveles mayores de 
expresión génica; y para F. proliferatum, donde se observó inducción solamente en 
cebada y trigo a 25ºC y -2,8 MPa, y el medio de maíz presentó los valores de menor 
expresión del gen FUM1. Estas diferencias encontradas entre ambas especies han sido 
descritas previamente. Por ejemplo, en Marín et al. (2004) se detalla que a 25ºC y -0,7 
MPa, cepas de F. verticillioides produjeron más FB1 que cepas de F. proliferatum.  
La mayor inducción del gen FUM1 se observó a -2,8 MPa, y no a -0,7 MPa, 
condición que supondría un menor estrés hídrico. Las funciones fisiológicas del hongo 
dependen del potencial hídrico, y cambios en este afectan a la habilidad del hongo para 
producir micotoxinas. Respecto a las diferencias entre sustratos, en estudios previos se 
ha observado que cepas de Fusarium altamente toxígenas en maíz, resultaron serlo 
menos o incluso ser incapaces de producir fumonisinas en trigo y cebada bajo las 
mismas condiciones ambientales. Podría darse el caso de que uno o varios de los 
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componentes nutricionales de la cebada y el trigo actuaran en ciertos casos como 
inhibidores de la biosíntesis de fumonisinas, o bien que algún componente presente sólo 
en maíz tuviera la capacidad de causar una mayor biosíntesis de fumonisinas. Uno de 
estos factores hipotéticos podría ser la amilopectina, ya que se ha probado que estimula 
la biosíntesis de FB1, por ejemplo en F. verticillioides (Marín et al., 1999, 2004; Bluhm 
y Wolloshuk, 2005; Stępień et al., 2015). 
Las condiciones marginales de 35ºC y -7,0 MPa tuvieron los efectos menos 
favorables en cuanto a la expresión del gen FUM1 en ambas especies fúngicas. Esto 
coincide con estudios previos en los que no se detectó producción de fumonisinas a 
35ºC, aunque el crecimiento de la cepa (F. verticillioides) continuaba (Marín et al., 
2004) o donde se vio una falta de inducción del gen de biosíntesis de toxina probado 
(TRI5, gen de la síntesis de tricotecenos) en F. graminearum en esas condiciones (Marín 
et al., 2010a). Por otro lado, nuestro patrón resultó ser el opuesto a resultados del gen 
TRI5 de F. equiseti, donde se observó una elevada producción de tricotecenos en 
condiciones consideradas como de estrés para la mayoría de especies de Fusarium 
(Marín et al., 2015). Estas diferencias en cuanto a la regulación de la biosíntesis de 
micotoxinas por las distintas especies fúngicas podrían contribuir a mejorar su 
adaptación al medio, diferente según los factores ambientales o los hospedadores, así 
como a cambios ambientales durante su ciclo vital (Marín et al., 2012, 2015).  
A la vista de estos resultados, se espera que estas especies continúen presentes 
en futuros escenarios y además sigan suponiendo un riesgo debido a las toxinas que 
producen. Las condiciones climáticas esperadas como resultado del cambio climático 
actual supondrían cambios en sus tasas de crecimiento y en su síntesis de toxinas. 
Aunque el control en campo es difícil de llevar a cabo, una monitorización de las 
condiciones climáticas resultaría útil para prevenir altas tasas de infección. Además, 
como hemos observado, el hospedador podría influir sobre la producción de toxinas 
regulando directamente su biosíntesis, independientemente del crecimiento fúngico.  
El trabajo in vitro descrito resulta útil en el control y el desarrollo de estrategias 
que reduzcan la contaminación por micotoxinas en cereales. 
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Capítulo 4. Efectos combinados del fungicida benomilo, del estrés 
hídrico y de la temperatura sobre la tasa de crecimiento fúngico y la 
expresión relativa de los genes FUM1 y FUM19 en Fusarium 
verticillioides 
 
4.1. Introducción 
Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg (teleomorfo: Gibberella 
moniliformis) pertenece al complejo de especies Gibberella fujikuroi (población de 
apareamiento A) (O’Donnell et al., 1998) y es uno de los principales productores de 
fumonisinas. Es un hongo fitopatógeno ampliamente distribuido en zonas templadas 
(Cavaglieri et al., 2009; Desjardins et al., 2000, 2007; De Souza y Formento, 2004) y en 
gran medida responsable de la contaminación por fumonisinas del maíz y otros cereales 
en regiones Mediterráneas (Aliakbari et al., 2007; Cavaglieri et al., 2009; Gil-Serna et 
al., 2013; Jurado et al., 2006).  
Durante el ciclo de vida de F. verticillioides en maíz, el patógeno coloniza el 
suelo y crece sobre los residuos de la cosecha. Generalmente, sus esporas se dispersan 
mediante el viento y las gotas de lluvia al caer sobre el cereal. El crecimiento fúngico y 
la producción de toxinas están influidos por la interacción de diversos factores, tanto 
bióticos como abióticos, siendo muy importante su conocimiento para poder 
comprender los procesos en su conjunto y predecir y prevenir el desarrollo fúngico y la 
producción de toxinas sobre el cereal (Charmley et al., 1994). La temperatura y el estrés 
hídrico son los factores más importantes (Charmley et al., 1994; Magan et al., 2007; 
Marín et al., 2004; Marín et al., 2010b) y originan patrones de respuesta característicos 
que varían con cada especie fúngica. Las interacciones entre estos dos factores parecen 
haber limitado en algunos casos la capacidad de las especies fúngicas para crecer y 
producir FB1 (Jurado et al., 2008; Marín et al., 2010b; Medina et al., 2013).  
Teniendo en cuenta unas condiciones climáticas en continuo cambio, estos 
factores pueden ser temporales o permanentes en determinadas regiones (Miraglia et al., 
2009). Para las regiones mediterráneas se prevén cambios en el clima y las 
precipitaciones, esperando temperaturas más altas y un mayor grado de sequía, las 
cuales llevarían consigo cambios en las poblaciones de hongos micotoxígenos y, por 
tanto, en las micotoxinas presentes en los productos agrícolas. Además, estos cambios 
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afectarían también a las estrategias de control utilizadas actualmente (Magan et al., 
2011). 
El control de F. verticillioides en campo se realiza combinando diferentes 
estrategias, entre ellas el uso de antifúngicos para reducir la infección. Estos productos 
suelen ser muy efectivos a la hora de reducir la tasa de crecimiento fúngico pero cada 
vez se encuentran más evidencias de que su efecto en el control de la producción de 
toxinas podría no ser tan efectivo (Magan et al., 2002; Magan and Olsen, 2004; Mamza 
et al., 2008; Medina et al., 2007; Ramírez et al., 2004). De hecho, en determinadas 
condiciones actuarían como factores de estrés, llevando a la inducción de diferentes 
genes relacionados con el estrés y con ello a la biosíntesis de toxinas (Edwards and 
Godly, 2010; Haidukowski et al., 2005; Marín et al., 2013; Mateo et al., 2011; Ngûyen 
et al., 2000; Ramírez et al., 2004; Schmidt-Heydt et al., 2007; Tenreiro et al., 2001). 
El benomilo (metil 1-(butilcarbamoil) benzimidazol-2-ilcarbamato) y la 
carbendazima (metil benzimidazol-2-ilcarbamato), el compuesto más abundante en la 
degradación del primero, son fungicidas sistémicos del grupo de los benzimidazoles y 
juegan un importante papel en el control de enfermedades de plantas (figura 1). Dado 
que la vida media del benomilo en suelo es muy corta (alrededor de 19 horas, 2 horas en 
agua), pasando después a su degradación y conversión en carbendazima, la cual 
presenta una vida media bastante mayor (2 meses), en este estudio se hace referencia a 
ambos fungicidas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Estructuras químicas del benomilo (a) y de la carbendazima (b). 
  
 
 
a) b) 
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El benomilo es uno de los fungicidas más efectivos reduciendo el crecimiento 
fúngico. Actúa uniéndose a los microtúbulos, de manera que interfiere con diferentes 
funciones celulares como la división nuclear o el transporte intracelular (Whitehead, 
1996). Actualmente se utiliza en diversos países de América del Sur para controlar el 
crecimiento de hongos en cereales, fruta y hortalizas (Llorent-Martínez et al., 2012; 
RAP-AL 2008; Subhani et al., 2011) y se emplea tanto en pre-cosecha como durante el 
almacenamiento post-cosecha (Magnucka et al., 2007; Whitehead, 1996). El uso de 
ambos fungicidas, el benomilo y la carbendazima, están regulados por la Unión Europea 
(UE), estableciendo sus límites máximos de residuo (LMR) para maíz, mijo, arroz y 
sorgo en 0,01 mg/kg; en 0,1 mg/kg para centeno y trigo; y en 2 mg/kg para cebada y 
avena (Comisión Europea de Regulación No 559/2011). Estas restricciones requieren un 
mayor número de estudios que aseguren la eficacia máxima del fungicisa con el mínimo 
impacto para la salud y el ambiente, por lo que es necesario comprender mejor el 
impacto que las diversas estrategias de control fúngico tienen sobre el crecimiento y la 
producción de micotoxinas bajo determinadas condiciones ambientales.   
 
Conocer los genes involucrados en la biosíntesis de fumonisinas es muy 
importante a la hora de determinar cuáles son los factores que regulan la producción de 
esta toxina. Como se ha explicado en el capítulo 1, apartado 1.2.1, se sabe que dichos 
genes están organizados en un cluster, de igual manera que ocurre en otras toxinas 
producidas por hongos filamentosos. Se conocen al menos 15 genes que codifican las 
actividades enzimáticas responsables de la síntesis de las fumonisinas, cuya expresión 
parece estar regulada de forma coordinada (Proctor et al., 1999, 2003). FUM1 es uno de 
los genes más importantes y codifica para una enzima poliquétido sintasa (Proctor et al., 
1999) que cataliza el primer paso de la ruta de biosíntesis de fumonisinas (Bojja et al., 
2004). Su expresión parece estar positivamente relacionada con la producción de 
fumonisinas en F. verticillioides (López-Errasquín et al., 2007; Medina et al., 2013). 
FUM19 está localizado aproximadamente 35kb aguas abajo de FUM1 y codifica para 
un transportador tipo ABC (ATP-binding cassette) que está involucrado en el transporte 
de las fumonisinas hacia el exterior (Proctor et al., 2003). Estos transportadores, de 
igual manera que los incluidos en la familia MFS (Major Facilitator Superfamily), se 
encargan de excretar al exterior de la célula diferentes compuestos tóxicos, ya sean de 
origen endógeno o exógeno, reduciendo así su acumulación dentro de la célula (Bauer et 
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al., 1999). El transportador FUM19 no ha sido ampliamente caracterizado todavía, 
aunque los análisis filogenéticos realizados utilizando la secuencia de aminoácidos 
correspondiente a la secuencia de cDNA del gen FUM19 sugieren la relación de la 
proteína corresponiente con la subfamilia de transportadores MDR (multidrug 
resistance) (López-Errasquín, 2005).  
Uno de los mecanismos de la resistencia a múltiples drogas implica la 
sobreexpresión del gen o genes que codifican las proteínas transportadoras, lo que 
aumenta el transporte de compuestos hacia el exterior de la célula, evitando los efectos 
negativos que la acumulación intracelular de dichas sustancias pueden ocasionar (Cools 
and Fraaije, 2012). Este grupo de proteínas transportan compuestos diversos, tanto 
endógenos como exógenos, participando probablemente en el transporte hacia fuera de 
la célula de los compuestos antifúngicos, así como de micotoxinas producidas por el 
mismo hongo, entre ellas las fumonisinas. Es muy probable que estos mecanismos 
respondan a señales tóxicas o de estrés, generales y/o específicas, influyendo sobre la 
expresión del gen codificador del transportador y por tanto en la producción final de las 
toxinas. Utilizando información de las secuencias de los genes implicados en la 
biosíntesis de micotoxinas, se han llevado a cabo nuevas aproximaciones basadas en el 
uso de RT-PCR a tiempo real, para lograr una cuantificación rápida y eficaz de la 
expresión génica, pudiendo así además evaluar el efecto de los factores ambientales y/o 
la eficacia de los compuestos antifúngicos (Jurado et al., 2008; Marín et al., 2010a, 
2010b; Medina et al., 2013; Schmidt-Heydt et al., 2008). Estas estrategias permiten la 
evaluación del efecto de los tratamientos antifúngicos de forma simultánea sobre la tasa 
de crecimiento del hongo y la biosíntesis de fumonisinas, y además integrar los factores 
ambientales críticos. 
Los objetivos de este capítulo fueron: 
(6) Determinar la dosis de benomilo necesaria para reducir el crecimiento 
de F.verticillioides en un 50% o un 90% (LD50, LD90). 
(7) Evaluar el efecto de diferentes condiciones de temperatura y estrés 
hídrico sobre el crecimiento fúngico, compatibles con los escenarios 
posibles de cambio climático en regiones mediterráneas. 
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(8) Cuantificar la expresión relativa de los genes de biosíntesis de 
fumonisinas FUM1 y FUM19 en esas mismas condiciones de 
temperatura y estrés hídrico. 
 
4.2. Material y Métodos 
   4.2.1. Material biológico 
La cepa de F. verticillioides utilizada para la realización de este trabajo fue 
FvMM7-3 (FvA) (figura 2), que fue aislada de un campo de maíz en Madrid (España), 
en septiembre de 2003. Se trata de una cepa productora de fumonisinas (Jurado et al., 
2006) que ha sido ampliamente caracterizada en estudios previos (Jurado et al., 2006, 
2008; Marín et al., 2010b). El cultivo se mantuvo en medio PDA (medio agar patata 
dextrosa, Scharlau Chemie, Barcelona, España) a 4ºC y conservado como suspensión de 
esporas en glicerol al 15% a -80ºC en el Departamento de Genética (UCM). 
 
 
 
 
 
 
 
   4.2.2. Medio de cultivo. Determinación de las dosis LD50 y LD90 de benomilo  
El medio de cultivo utilizado en este estudio fue un medio sólido inductor de la 
síntesis de fumonisinas descrito previamente (López-Errasquín et al., 2007), cuya 
composición es la siguiente: extracto de malta (0,5g/l), extracto de levadura (1g/l), 
peptona (1g/l), KH2PO4 (1g/l), MgSO4·7H2O (0,3g/l), KCl (0,3g/l), ZnSO4·7H2O (0,05 
g/l), CuSO4·5H2O (0,01g/l), fructosa (20g/l) y agar bacteriológico (15g/l). Este medio, 
basado en el propuesto por Jiménez et al. (2003), contiene como fuente de carbono 
fructosa, la cual favorece la síntesis de fumonisinas por parte del hongo.  
 
Figura 2: F. verticillioides. Cepa FvA cultivada en medio PDA a 
25ºC y -0,7 MPa durante 7 días. 
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A la hora de determinar las dosis de benomilo necesarias para reducir el 
crecimiento en un 50 y 90%, se añadió al medio el principio activo del fungicida 
benomilo al 50% (Benopron ®, Probelte, Murcia, España). Basándonos en la 
concentración de este principio activo, se añadieron en agua estéril desionizada las 
cantidades adecuadas de benomilo para alcanzar las concentraciones de fungicida de 0, 
0,5, 1, 2, 2,5, 3,5 y 4 mg/L, las cuales se mezclaron posteriormente con el medio de 
cultivo una vez autoclavado y aún líquido, cuando su temperatura era de 50ºC, siempre 
antes de poner cada medio en las placas de Petri correspondientes. Dichas 
concentraciones se emplearon para determinar los valores de las dosis letales LD50 y 
LD90 (concentraciones de fungicida que reducen el crecimiento en un 50% ó 90% 
respectivamente). Al medio control sin benomilo se le atribuyó el valor LD0.  
Cada una de estas concentraciones de fungicida fue probada en cuatro 
experimentos independientes, en los cuales se inoculó en el centro de cada placa de 
Petri un disco de agar de 3mm de diámetro obtenido del margen del cultivo puro de la 
cepa FvA cultivada en PDA durante 7 días a 25ºC. A continuación se incubaron las 
placas a 25ºC durante 10 días. Las mediciones del crecimiento fúngico se realizaron 
diariamente durante los días que duró el proceso de incubación, midiéndose dos 
diámetros perpendiculares por placa hasta que la masa fúngica alcanzó el extremo de la 
placa o se cumplió el tiempo máximo de incubación. La tasa de crecimiento (mm/día) 
fue calculada mediante una regresión lineal y definida como la pendiente de la recta que 
se obtiene al enfrentar el radio de cada colonia en milímetros frente al tiempo en días. 
Posteriormente se realizó la representación gráfica de la tasa de crecimiento obtenida 
(mm/día) frente a las diferentes concentraciones de benomilo (ppm). Interpolando el 
valor de la reducción de la tasa de crecimiento al 50% y 90% se obtuvieron las dosis 
LD50 y LD90. Estas concentraciones fueron de 0,93 ppm y 3,30 ppm respectivamente 
(figura 3). 
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Figura 3: Representación gráfica de la obtención de los valores LD50 y LD90 
4.2.3. Determinación de las condiciones experimentales específicas de potencial  
hídrico. Condiciones de inoculación, incubación y medición del crecimiento 
fúngico 
Para obtener los niveles de potencial hídrico ( w) elegidos para este 
experimento (-2,8 y -7.0 MPa, correspondientes a los valores de actividad de agua (aw) 
de 0,982 y 0,955 respectivamente) se modificó el medio utilizado con glicerol, soluto no 
iónico (Dallyn y Fox, 1980), que no se añadió al medio control ( w de -0,7 MPa que 
corresponde a una aw de 0,995). Además, a este medio de cultivo con los distintos 
potenciales hídricos indicados, se le añadieron 0,93 ppm y 3,30 ppm de benomilo 
(Benopron ®) correspondientes a las dosis letales LD50 y LD90 descritas en el apartado 
anterior. Como ya hemos indicado, el medio sin fungicida se denominó LD0. 
Las placas de Petri donde se añadió el medio control o modificado fueron 
cubiertas con discos circulares de celofán estéril (P400; Cannings, Ltd., Bristol, Reino 
Unido) antes de la inoculación del material biológico, lo cual facilitó la retirada de la 
masa fúngica crecida tras el período de incubación. Las placas (tres réplicas de cada uno 
de los tratamientos biológicos) fueron incubadas a 20, 25, 30 ó 35ºC durante 10 días. Se 
obtuvieron por tanto 36 condiciones experimentales distintas (4 temperaturas x 3 
potenciales hídricos x 3 tratamientos de benomilo) y por tanto 108 placas (3 réplicas de 
cada condición).  
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La inoculación de las placas con el disco de micelio, la medición del crecimiento 
y el cálculo de la tasa de crecimiento (mm/día) se llevaron a cabo para todas las placas  
antes descritas. Se determinaron los perfiles bidimensionales de crecimiento en relación 
a la temperatura y el potencial hídrico para los tres tratamientos: LD0, LD50 y LD90. 
   4.2.4. Extracción del RNA total y síntesis de cDNA 
Al final del período de incubación, la masa fúngica se retiró de cada placa con la 
ayuda del celofán estéril y se congeló a -80ºC hasta el momento de extracción del RNA. 
El RNA total de los micelios fue extraído de cada placa y procesado individualmente 
utilizando el kit de extracción RNeasy® Plant Mini Kit (Hilden, Alemania) y 
posteriormente el RNeasy ® Mini Kit (Hilden, Alemania), siguiendo en ambos casos las 
instrucciones del fabricante. El RNA total fue guardado a -80ºC.  
La concentración de RNA fue medida con el espectrofotómetro NanoDrop® 
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Estados Unidos) y su integridad fue 
comprobada mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa de alta 
temperatura de gelificación (Bio-Rad, Estados Unidos) al 1% en tampón TAE (Tris-
acetato 40mM y EDTA 1mM) y bromuro de etidio (1µg/ml) a una concentración de 
1µl/20ml. Toda el agua utilizada para elaborar los tampones se trató con DEPC durante 
24 horas a 37ºC a una concentración de 1ml/L de agua destilada y se esterilizó en 
autoclave a 121ºC durante 20 minutos. Las muestras se disolvieron en tampón de carga 
(glicerol 50%, EDTA 1mM pH 8, cianol xilano 0,25% y azul de bromofenol 0,25%). Se 
aplicó 1 µg de muestra. 
El RNA total se incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente con la 
DNasa Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen, Gran Bretaña) siguiendo 
las instrucciones del fabricante para eliminar la posible contaminación con DNA 
genómico. 
La transcripción inversa se realizó con el kit GeneAmp Gold RNA PCR reagent 
kit (Applied Biosystems, Estados Unidos) a partir de 500 ng de RNA total libre de DNA 
genómico. Cada mezcla de reacción contenía 10 µl del tampón de reacción de RT-PCR 
5x, 0,5 µl de oligo(dT)16 (50 µM), 2 µl de MgCl2 (25 mM), 2µl de la solución de 
deoxinucleótidos trifosfato (dNTP) (10 mM), 2 µl de ditiotreitol (DTT) (100 mM), 0,5 
µl (10U) de inhibidor de la RNasa (20 U/µl), 0,3 µl (15 U) de la transcriptasa inversa 
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Multiscribe (50 U/µl) y agua DEPC en un volumen final de reacción de 20 µl. La 
síntesis de cDNA se llevó a cabo en un termociclador Mastercycler gradient 
(Eppendorf, Alemania) y el programa de la transcripción inversa consistió en un primer 
ciclo de 10 minutos a 25ºC (hibridación), un ciclo de 12 minutos a 42ºC (trascripción 
inversa) y parada a 4ºC. Tras el proceso de síntesis del cDNA, éste se guardó a -80ºC. 
De cada una de las muestras se realizaron controles negativos a los que no se añadió la 
enzima transcriptasa inversa. 
   4.2.5. RT-PCR a tiempo real 
La técnica de RT-PCR a tiempo real se empleó para la cuantificación relativa de  
la expresión de los genes FUM1 y FUM19 así como el gen de expresión constitutiva 
TUB2 (gen de la β-tubulina, control endógeno). Se utilizó cDNA obtenido a partir de 
cada muestra de la cepa FvA de los distintos experimentos y las parejas de cebadores 
específicos para cada uno de los tres genes descritos previamente por López-Errasquín 
et al. (2007). Estas parejas de cebadores fueron PQF5-F y PQF5-R específicos para el 
gen FUM1 de F. verticillioides, PQF19-F y PQF19-R para el gen FUM19 de F. 
verticillioides y PQTUB-F2 y PQTUB-R2 para el gen TUB2 de F. verticillioides (tabla 
1).  
 
Gen Amplificado Nombre del cebador Secuencia (5’-3’) 
FUM1 
PQF5-F GAGCCGAGTCAGCAAGGATT 
PQF5-R AGGGTTCGTGAGCCAAGGA 
FUM19 
PQF19-F ATCAGCATCGGTAACGCTTATGA 
PQF19-R CATGTAAGTTGAGGAAGCCCTTGT 
TUB2 
PQTUB-F2 ACATCCAGACAGCCCTTTGTG 
PQTUB-R2 AGTTTCCGATGAAGGTCGAAGA 
 
Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en las reacciones de amplificación de RT-PCR a tiempo 
real en F. verticillioides. 
 
Tanto el protocolo como las condiciones de la amplificación fueron descritas 
previamente en Jurado et al. (2008, 2010), Marín et al. (2010b) y en el capítulo 2, 
apartado 2.2.8 de esta memoria. Se empleó la mezcla SYBR® Green PCR Master Mix 
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de Applied Biosystems (Estados Unidos), la cual incluye, en las cantidades adecuadas, 
la enzima AmpliTaq Gold ® DNA Polymerase, dNTPs, MgCl2 y tampón de PCR, e 
incorpora el colorante SYBR Green I (Wittwer et al., 1997). Como se ha explicado en el 
capítulo 2.2.8, este colorante detecta DNA de doble hélice, se intercala en ésta y genera 
una señal fluorescente cuando la muestra es excitada por una fuente de luz. Las 
muestras se amplificaron por duplicado en placas para reacciones ópticas de 384 
pocillos (Applied Biosystems, Estados Unidos). Cada reacción se llevó a cabo en un 
volumen de 10 µl que contenía 5 µl de la mezcla maestra SYBR® Green PCR Master 
Mix, 1,3 µl de agua Mili-Q estéril, 0,6 µl de cada cebador a 5 µM (siendo su 
concentración final de 300nM) y 2,5 µl de cDNA. Las reacciones de PCR se llevaron a 
cabo en un termociclador a tiempo real ABIPRISM 7900 HT (Applied Biosystems, 
Estados Unidos) en la Unidad de Genómica de la UCM, siendo las condiciones térmicas 
utilizadas para la amplificación de los tres genes de un ciclo inicial de 10 minutos a 
95ºC (activación enzimática) seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC y 1 minuto a 
60ºC (desnaturalización y extensión). Para todas las muestras se incluyeron controles 
negativos para comprobar la correcta eliminación de DNA genómico. Estos controles se 
procesaron de igual manera que el resto de las muestras. 
   4.2.6. Análisis cuantitativo de los datos obtenidos por RT-PCR a tiempo real 
El método analítico utilizado en este estudio fue el método del ΔΔCT ó método 
de la cuantificación relativa de los niveles de expresión de los genes problema (FUM1 o 
FUM19) respecto del gen de control endógeno o constitutivo (TUB2) (Ginzinger, 2002; 
User Bulletin Nº2). Para ello se realizaron dos experimentos de RT-PCR a tiempo real 
de las mismas muestras, una para analizar la amplificación de los genes FUM1 y TUB2, 
y otra para los genes FUM19 y TUB2.  El gen TUB2 se utilizó en ambos casos para 
normalizar la cantidad de mRNA de los genes diana. En el análisis de resultados de la 
RT-PCR a tiempo real, la cuantificación se basa en la determinación del ciclo umbral 
(threshold cycle, CT) de cada muestra, que se define como el primer ciclo de 
amplificación donde la señal de fluorescencia es mayor que el límite de detección 
mínimo establecido previamente mediante la línea base o umbral, indicando que los 
productos de PCR son detectables. 
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Los valores de ΔCT, empleados para realizar los análisis estadísticos, se 
obtuvieron restando la media de los valores CT del gen endógeno de la media de los 
valores CT de cada gen diana. Su desviación típica se calcula aplicando la fórmula: 
(s12 + s22)1/2 
donde s1 y s2 son las desviaciones típicas de la media de los valores de CT obtenidos 
para el gen problema y el gen endógeno, respectivamente. El cálculo del valor ΔΔCT 
utilizado en las representaciones gráficas se calculó restando a cada ΔCT el valor del 
ΔCT de un calibrador, que es la muestra utilizada como referencia para obtener el valor 
relativo de las demás muestras. La desviación del valor ΔΔCT es la misma que la del 
ΔCT, ya que se trata de una resta de un valor arbitrario. Finalmente, el valor del gen 
problema, normalizada a una referencia endógena y relativa a un calibrador se obtiene 
mediante la fórmula:   2
- ΔΔCT 
4.2.7. Análisis estadístico de los resultados 
La tasa de crecimiento (mm/día) para cada tratamiento y réplica fue calculada 
como se ha descrito previamente en el apartado 3.2.2 de este mismo capítulo, realizando 
para su representación gráfica la media de las tres réplicas correspondientes a cada uno 
de los experimentos. Los resultados de la tasa de crecimiento así como los de las 
expresiones de los genes FUM1 y FUM19 de cada una de las réplicas fueron tratados 
estadísticamente y evaluados mediante el análisis de la varianza (ANOVA 
multifactorial) de los tres factores (dosis x temperatura x potencial hídrico). Además se 
llevó a cabo el análisis bidireccional de la varianza (ANOVA bidireccional) para cada 
dosis (temperatura x potencial hídrico) cuando fue necesario. También se realizaron 
análisis post-hoc (Test HSD de Tukey de múltiples comparaciones) con un nivel de 
confianza del 95%. Los datos utilizados para los análisis de expresión fueron, como ya 
se ha indicado en el apartado 3.2.6, los valores ΔCT. 
Para evaluar la consistencia de los valores CT del gen TUB2 se realizó un 
ANOVA unidireccional con los datos de todos los tratamientos (LD0, LD50 y LD90), 
indicando los resultados que este gen era estable y consistente en todos los 
experimentos. La correlación entre la expresión relativa de los genes FUM1 y FUM19 
se analizó mediante una regresión lineal. Todos los análisis estadísticos se llevaron a 
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cabo utilizando los programas STATGRAPHICS CENTURION XV.II (Statistical 
Graphics Corp., Herndon, VA) y SPSS 17.0.0 (Rel, 2008. Chicago: SPSS Inc.).  
 
4.3. Resultados 
4.3.1. Efecto de la temperatura, el potencial hídrico y el benomilo sobre la tasa de 
crecimiento fúngico 
Las figuras 4, 5 y 6 muestran los perfiles bidimensionales de la tasa de 
crecimiento de la cepa FvA, cultivada durante 10 días en el medio inductor de 
fumonisinas empleando diferentes potenciales hídricos (entre -0,7 y -7,0 MPa) y 
temperaturas (entre 20 y 35ºC), en los tres tratamientos: LD0 (figura 4), LD50 (figura 5) 
y LD90 (figura 6). La tasa de crecimiento en cada una de las condiciones está 
determinada por el valor medio de las tres réplicas. 
 El análisis de la varianza (ANOVA) realizado para estudiar el efecto sobre el 
crecimiento de cada uno de los factores individuales del experimento (potencial hídrico, 
temperatura y dosis de benomilo), así como cada una de sus interacciones, mostró 
diferencias estadísticamente significativas de la dosis y del potencial hídrico por 
separado, así como de las interacciones dosis x potencial hídrico, dosis x temperatura y 
dosis x potencial hídrico x temperatura  (tabla 2). 
Fuente de  
Variación 
Grados de 
Libertad 
Media  
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Dosis 2 416,775 24,352* 
Potencial Hídrico 2 23,826 7,719* 
Temperatura 3 78,975 4,452 
Dosis x Potencial 4 34,348 13,957*** 
Dosis x Temperatura 6 17,115 6,954* 
Potencial Hídrico x Temperatura 6 3,087 1,254 
Dosis x Potencial Hídrico x Temperatura 12 2,461 6,850*** 
 
Tabla 2. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hídrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la 
temperatura (20, 25, 30 y 35ºC) y de la dosis de benomilo (LD0, LD50 y LD90), así como sus 
interacciones, sobre la tasa de crecimiento de FvA. Estadístico F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; 
** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001. 
  
En la tabla 3 se muestran los resultados de las pruebas post-hoc llevadas a cabo 
(Test HSD de Tukey), las cuales demostraron que existían diferencias significativas en 
el efecto sobre la tasa de crecimiento de las tres dosis de fungicida probadas (LD0, LD50 
y LD90) consideradas de forma independiente. 
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Fuente de Variación 
ED0 
Grados de 
Libertad 
Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor 
Temperatura 3 55,703 92,587*** 
Potencial Hídrico 2 86,592 143,928*** 
Temperatura x Potencial Hídrico 6 5,779 9,605*** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico Resultados para la temperatura 
20ºC 25ºC 30ºC 35ºC -0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
a/b/c a/b/c a/a/b a/a/a a/b/b/a a/bc/c/ab a/bc/b/c 
 
 
 
Fuente de Variación 
ED50 
Grados de 
Libertad 
Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor 
Temperatura 3 56,490 125,551*** 
Potencial Hídrico 2 2,050 4,555* 
Temperatura x Potencial Hídrico 6 1,754 3,899** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico Resultados para la temperatura 
20ºC 25ºC 30ºC 35ºC -0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
a/b/b a/a/b a/b/a a/a/a a/b/bc/c a/bc/b/c a/bc/b/c 
 
 
 
Fuente de Variación 
ED90 
Grados de 
Libertad 
Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor 
Temperatura 3 1,011 38,622*** 
Potencial Hídrico 2 3,880 148,233*** 
Temperatura x Potencial Hídrico 6 0,475 18,152*** 
Test HSD de Tukey 
Resultados para el potencial hídrico Resultados para la temperatura 
20ºC 25ºC 30ºC 35ºC -0.7MPa -2.8MPa -7.0MPa 
- a/b/c a/a/b a/b/c - a/b/ab/b a/b/b/b 
 
Tabla 3. ANOVA bidireccional de los factores temperatura,  potencial hídrico y su interacción por cada 
una de las dosis (LD0, LD50 y LD90) respecto a la tasa de crecimiento de F. verticillioides. 
F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.  
El test HSD de Tukey se realizó por cada dosis, temperatura y potencial hídrico separadamente siempre 
que el valor P de su interacción fue significativo. Letras diferentes indican diferencias con P<0,05. Los 
casos en que no hay dato corresponden a valores de crecimiento fúngico cero. 
 
En ausencia de benomilo (figura 4), el rango óptimo para el crecimiento fúngico 
resultó estar entre 25 y 30ºC de temperatura y entre -0,7 y -2,8 MPa de potencial 
hídrico. Las temperaturas marginales y un elevado estrés hídrico causaron la reducción 
de la tasa de crecimiento.  
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Figura 4. Perfiles bidimensionales que muestran el efecto de la temperatura y el potencial hídrico sobre la 
tasa de crecimiento de la cepa FvA, cultivada en medio sólido inductor de la síntesis de fumonisinas 
durante 10 días, en ausencia de benomilo (arriba) o con las dosis LD50 (centro) y LD90 (abajo). La tasa de 
crecimiento en cada una de las condiciones está determinada por el valor medio de las tres réplicas.    
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El benomilo redujo la tasa de crecimiento del hongo. Sin embargo, en los 
tratamientos en los que se aplicó el fungicida (figuras 5 y 6), la temperatura y 
particularmente el potencial hídrico, comprometieron la eficacia de éste, especialmente 
en los tratamientos con dosis LD50 (figura 5): mientras que la dosis LD50 del fungicida 
redujo el crecimiento a la mitad en las condiciones de 25-30ºC y -0,7MPa, la eficacia 
del mismo tratamiento disminuyó a -2,8MPa, reduciendo el crecimiento menos del 
50%. Además con esta misma dosis, no se observó reducción alguna del crecimiento a -
7,0MPa (excepto a 20ºC). Sin embargo, en el caso de la dosis LD90, solamente el 
potencial hídrico menor (-7,0MPa) redujo la eficacia del fungicida causando una 
reducción del crecimiento con valores menores del 90% (tabla 4).  
 Potencial Hídrico   Potencial Hídrico 
LD50 -0,7 -2,8 -7,0  LD90 -0,7 -2,8 -7,0 
20ºC 91,2% 72,8% 30,1%  20ºC 100% 100% 100% 
25ºC 48.7% 38,6% 0%  25ºC 100% 95,6% 73,1% 
30ºC 51,2% 23,7% 0,7%  30ºC 100% 96,8% 75,8% 
35ºC 14,3% 33,9% 0%  35ºC 100% 92,3% 61% 
 
Tabla 4. Reducción del crecimiento, los valores se expresan en porcentaje. El valor que aparece en cada 
caso se refiere a la reducción observada en los medios con fungicida partiendo del valor de ese mismo 
experimento sin fungicida (LD0). 
En cuanto a la temperatura, pudimos observar que en los tratamientos con 
benomilo, 20ºC produce un efecto mayor al reducir la tasa de crecimiento que cualquier 
otra temperatura empleada a cualquier valor de potencial hídrico probado. No se 
observó crecimiento fúngico en el tratamiento con LD90 a 20ºC y -0,7MPa.  
4.3.2. Efecto de la temperatura, el potencial hídrico y el benomilo sobre la 
expresión relativa de los genes FUM1 y FUM19 
En la figura 7 se muestran los resultados obtenidos al analizar la expresión 
relativa de los genes FUM1 y FUM19 de la cepa FvA en los distintos tratamientos 
(LD0, LD50 y LD90) y las diferentes condiciones de temperatura y potencial hídrico.   
Como indicamos en el apartado anterior, se realizaron dos experimentos de RT-
PCR a tiempo real independientes, en dos placas de PCR diferentes, en los cuales se 
amplificaron los genes FUM1 y TUB2 en uno de ellos, y FUM19 y TUB2 en el otro. 
Para obtener los resultados finales de expresión de los genes, los valores de los CT 
obtenidos de cada uno de los genes problema se normalizaron con los valores de los CT 
del gen constitutivo TUB2 de su misma placa. Los valores de CT del gen TUB2 fueron 
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significativamente homogéneos en todas las condiciones ensayadas, lo que confirma su 
validez como control endógeno.  
Además, como se puede observar en la figura 7, los valores de expresión de los 
genes problema vienen representados en relación a un calibrador elegido. En nuestro 
caso se eligieron como calibradores los tres valores de expresión obtenidos en los 
experimentos sin benomilo (LD0) y a 20ºC, para cada potencial hídrico. A estos 
calibradores se les asignó el valor 1. Los resultados son la media de tres repeticiones 
independientes. 
Los resultados obtenidos para el análisis de expresión del gen FUM1 indicaron 
que, en general, el tratamiento con benomilo produce una reducción de la expresión 
muy marcada. Solamente hubo inducción estadísticamente significativa de la expresión 
del gen en el tratamiento con LD50 a 20ºC y -0,7MPa (figura 7). En todos los casos, la 
temperatura de 35ºC tuvo un efecto significativamente negativo en la expresión del gen 
FUM1 en F. verticillioides. 
El ANOVA multifactorial realizado para analizar el efecto de cada factor (dosis 
de benomilo, potencial hídrico y temperatura) y sus interacciones sobre el gen FUM1, 
mostró efectos estadísticamente significativos para cada factor por separado, así como 
para las interacciones dosis x potencial hídrico y dosis x potencial hídrico x temperatura 
(tabla 5). 
Fuente de  
Variación 
Grados de 
Libertad 
Media  
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Dosis 2 336,778 23,032* 
Potencial Hídrico 2 268,678 20,306* 
Temperatura 3 120,772 6,285* 
Dosis x Potencial 4 28,565 3,308* 
Dosis x Temperatura 6 1,693 0,206 
Potencial Hídrico x 
Temperatura 
6 13,231 1,532 
Dosis x Potencial Hídrico 
x Temperatura 
12 8,636 31,307*** 
 
Tabla 5. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hídrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la 
temperatura (20, 25, 30 y 35ºC) y de la dosis de benomilo (LD0, LD50 y LD90), así como sus 
interacciones, sobre la expresión del gen FUM1 de FvA. Estadístico F-Snedecor: * Significativo para 
p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001. 
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Figura 7. Expresión relativa de los genes FUM1(columna de la izquierda) y FUM19 (columna de la derecha) en los 
tratamientos con dosis de benomilo LD0, LD50 y LD90, aplicados en cultivos de F. verticillioides crecidos durante10 
días a 20, 25, 30, 35 °C y potencial hídrico de −0,7,−2,8 y −7,0 MPa. Los valores representan el número de veces que 
se expresó cada gen en comparación con su calibrador (cultivos de LD0 y 20ºC para cada valor de potencial hídrico), 
a los cuales se dio valor 1,00. Cada resultado representa la media de tres réplicas independientes. Los resultados de 
los tests HSD de Tukey obtenidos se indican mediante letras en las barras de valor (resultados para. Letras diferentes 
indican diferencias significativas para un valor de P<0,05. 
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A continuación, se realizó un ANOVA bidireccional de los factores (tabla 6) así 
como los tests HSD de Tukey para cada dosis (figura 7). Así se observó que en todas las 
dosis de fungicida, la interacción entre temperatura y potencial tuvo un efecto 
significativo en la expresión de FUM1. Hay que indicar que el test HSD de Tukey se 
realizó por cada dosis, temperatura y potencial hídrico separadamente siempre que el 
valor P de su interacción fue significativo. Letras diferentes indican diferencias con 
P<0,05. 
En el caso de la expresión del otro gen problema FUM19, no se observó 
inducción en ninguno de los tratamientos, obteniéndose un patrón similar al del gen 
FUM1 (figura 7). Al igual que para el gen FUM1, la temperatura de 35ºC tuvo también 
un efecto significativamente negativo en la expresión de este gen. En este caso, el 
ANOVA multifactorial llevado a cabo mostró efectos estadísticamente significativos 
para el factor dosis de benomilo, así como para la interacción entre los tres factores 
(tabla 7). 
Fuente de Variación 
ED0 
Grados de Libertad Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 3 107,552 1835,583*** 
Potencial Hídrico 2 110,958 1893,708*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
6 11,973 204,344*** 
       
       
Fuente de Variación 
ED50 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 3 31,770 88,783*** 
Potencial Hídrico 2 22,728 63,514*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
6 8,728 24,390*** 
    
    
Fuente de Variación 
ED90 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 3 10,694 26,011*** 
Potencial Hídrico 2 192,124 467,293*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
6 9,803 23,844*** 
 
Tabla 6. ANOVA bidireccional de los factores temperatura,  potencial hídrico y su interacción por cada 
una de las dosis (LD0, LD50 y LD90) respecto a la expresión del gen FUM1 de FvA. 
F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.  
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Fuente de  
Variación 
Grados de 
Libertad 
Media  
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Dosis 2 206,758 19,050** 
Potencial Hídrico 2 46,203 2,400 
Temperatura 3 28,681 1,947 
Dosis x Potencial 4 16,120 1,048 
Dosis x Temperatura 6 10,854 0,706 
Potencial Hídrico x 
Temperatura 
6 19,255 1,252 
Dosis x Potencial Hídrico 
x Temperatura 
12 15,376 15,229*** 
 
Tabla 7. ANOVA multifactorial mostrando el efecto del potencial hídrico (-0,7; -2,8 y -7,0 MPa), de la 
temperatura (20, 25, 30 y 35ºC) y de la dosis de benomilo (LD0, LD50 y LD90), así como sus 
interacciones, sobre la expresión del gen FUM19 de FvA. Estadístico F-Snedecor: * Significativo para 
p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001. 
 
El posterior  ANOVA bidireccional de los factores realizado (tabla 8) y los test 
HSD de Tukey para cada dosis (figura 7), mostraron un efecto significativo en la 
interacción temperatura x potencial hídrico para cada una de las dosis (LD0, LD50 y 
LD90).  
Fuente de Variación 
ED0 
Grados de Libertad Media 
Cuadrática 
Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 3 40,961 63,342*** 
Potencial Hídrico 2 17,590 27,201*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
6 5,240 8,103*** 
       
       
Fuente de Variación 
ED50 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 3 4,476 7,284*** 
Potencial Hídrico 2 0,474 0,771 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
6 13,346 21,722*** 
    
    
Fuente de Variación 
ED90 
Grados de 
Libertad 
Media Cuadrática Estadístico 
F-Snedecor
 
Temperatura 3 4,952 2,801 
Potencial Hídrico 2 60,379 34,150*** 
Temperatura x 
Potencial Hídrico 
6 31,421 17,772*** 
 
Tabla 8. ANOVA bidireccional de los factores temperatura,  potencial hídrico y su interacción por cada 
una de las dosis (LD0, LD50 y LD90) respecto a la expresión del gen FUM19 de FvA. 
F-Snedecor: * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001.  
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Además, se observó una correlación positiva entre las expresiones de FUM1 y 
FUM19, siendo la ecuación de la regresión lineal: 
FUM19 = 3,055 + 0,618427 x FUM1 
con un coeficiente de correlación de 0,736185. Este resultado fue estadísticamente 
significativo (p= 0,000).  
 
4.4. Discusión 
Tanto la temperatura como el estrés hídrico, son dos de los factores ambientales 
que más condicionan el crecimiento fúngico, así como la capacidad del hongo para 
producir toxinas (Marín et al., 2010b). El estudio de estos factores mediante 
experimentos in vitro permite conocer y predecir la distribución de las distintas 
especies, así como sus respuestas frente a diferentes condiciones ambientales. Esto nos 
lleva a poder elaborar una predicción sobre el riesgo potencial de encontrar toxinas en 
los cultivos, por ejemplo, en los cereales. Además, el estudio combinado de estos 
factores junto con fungicidas a distintas dosis, permite predecir la eficacia de éstos, 
tanto en la reducción del crecimiento fúngico, como en la disminución, o aumento, de 
toxina producida a determinadas condiciones climáticas.   
En este capítulo se ha estudiado la eficacia del benomilo sobre el crecimiento de 
F. verticillioides y la expresión relativa de los genes FUM1 y FUM19 a diferentes 
temperaturas y potenciales hídricos. Para ello en primer lugar se calcularon las dosis 
letales LD50 y LD90 de benomilo, con el objetivo de conocer las concentraciones de 
fungicida que afectan a esta especie en concreto. En estudios previos se ha probado este 
fungicida en el control de otras especies del género Fusarium en diferentes 
hospedadores (Amini y Sidovich, 2010; Mamza et al., 2008; McMahan et al., 2001), 
pero hasta el momento existen pocos datos del efecto que tiene sobre F. verticillioides. 
Todos estos estudios anteriores mostraron reducción del crecimiento de Fusarium, 
aunque con variaciones en la eficacia del fungicida dependiendo de la especie fúngica 
analizada. Por ejemplo, en Ivic et al., (2011) se establecieron los valores de LD50 para la 
carbendazima en 0,47-0,6 mg/L, valores algo menores aunque similares a los de nuestro 
trabajo (valor LD50 establecido en 0,93 mg/L).  
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Otros estudios han sido realizados utilizando diferentes fungicidas. Así hemos 
podido comprobar que las concentraciones de benomilo LD50 y LD90 determinadas en 
este trabajo se encontraron en el rango de otros fungicidas, por ejemplo el tebuconazol 
probado sobre  F. verticillioides y F. proliferatum (Marín et al., 2013). En este caso, los 
valores de LD50 no fueron muy diferentes para F. verticillioides y F. proliferatum, (0,35 
mg/L y 0,50 mg/L respectivamente), mientras que las concentraciones requeridas para 
la LD90 difirieron claramente entre las dos especies (3,50mg/L y 10,00 mg/L 
respectivamente), lo cual sugeriría una menor susceptibilidad a este fungicida por parte 
de F. proliferatum. En otro estudio realizado, los valores de LD50 y LD90 encontrados 
para F. langsethiae utilizando también tebuconazol y otros azoles estaban en rangos de 
0,06-0,9 mg/L y 1,3-8,2 mg/L respectivamente (Mateo et al., 2011). Si bien, aunque 
como hemos visto existen estudios sobre la eficacia de fungicidas, hay poca 
información disponible sobre la interacción de éstos con los factores ambientales. 
Los gráficos de crecimiento elaborados con los datos de F. verticillioides 
sometido a diferentes concentraciones de benomilo, mostraron que la eficacia de este 
fungicida se ve muy comprometida por las condiciones ambientales. Debemos indicar 
que el patrón de crecimiento obtenido en las condiciones control (sin fungicida) fue 
similar al de estudios previos en los que se llevaron a cabo experimentos del mismo tipo 
(Jurado et al., 2008, Marín et al., 2010a, 2013). En las figuras 4, 5 y 6 se observa que F. 
verticillioides fue capaz de crecer en un amplio rango de condiciones ambientales. La 
aplicación del fungicida redujo su tasa de crecimiento, aunque la eficacia de éste se vio 
afectada por la temperatura y sobre todo por el potencial hídrico. Además, niveles 
moderados de estrés hídrico (-2,8MPa) redujeron la eficacia de la dosis LD50 de 
benomilo, observándose un efecto del fungicida menor (<50%) que el obtenido con la 
misma dosis en condiciones control de potencial hídrico (-0,7 MPa) y, de la misma 
manera, en la dosis LD90, la eficacia fue menor del 90% para los niveles más altos de 
estrés hídrico (-7,0MPa). Estos resultados fueron similares a los descritos por Marín et 
al., (2013) para tebuconazol en F. verticillioides y F. proliferatum, donde se observan 
los mismos valores de reducción de la eficacia que en este experimento. Por tanto, como 
se puede observar, las condiciones ambientales y particularmente el estrés hídrico, 
afectarían negativamente a la eficacia de los fungicidas en el control del crecimiento, si 
bien los efectos específicos dependerían del fungicida y de la especie de Fusarium 
probada. Como se observa en la tabla 4, las dosis LD50 y LD90 de fungicida aplicadas en 
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las condiciones óptimas del crecimiento fúngico (25-30ºC y -0,7 MPa) sí lograron una 
reducción del 50% ó 90% respectivamente, mientras que al alejarse de estos valores de 
crecimiento óptimos, el fungicida comenzó a perder eficacia, llegando en ocasiones a no 
lograr frenar el crecimiento fúngico (condiciones de LD50 a 25 y 35ºC y -7,0 MPa).  
Estos datos resaltan la importancia de elegir el fungicida adecuado frente a la especie a 
controlar, pero también la de tener en cuenta que su eficacia podría estar comprometida 
según las condiciones ambientales. 
La expresión del gen FUM1 en las condiciones control sin fungicida fue también 
consistente con estudios ecofisiológicos realizados anteriormente (Marín et al., 2013), 
lo que confirma la reproducibilidad de esta estrategia experimental. El rango de 
condiciones permisivas en este caso fue menor que el obtenido para el crecimiento. Es 
interesante destacar que a temperatura elevada (35ºC) existe un fuerte efecto negativo 
en la expresión del gen FUM1, que contrasta con su efecto sobre el crecimiento. Esto 
indicaría que la temperatura de 35ºC (prevista en regiones mediterráneas en escenarios 
de cambio climático) permitiría el crecimiento fúngico, por lo que la distribución 
fúngica no se vería afectada por este cambio, pero sin embargo reducirá la síntesis de 
fumonisinas y, por lo tanto, su riesgo.  
En general, el benomilo redujo la expresión del gen FUM1 (figura 7), aunque el 
grado de esta reducción depende de las condiciones ambientales, sobre todo en los 
tratamientos con la dosis LD50, en la que se observó una leve, aunque significativa, 
inducción relativa de la expresión de este gen a 20ºC y -0,7 MPa. Esta inducción sin 
embargo se puede considerar baja en comparación con la observada para el fungicida 
tebuconazol en las mismas condiciones (Marín et al., 2013). Esto podría ser debido a los 
diferentes mecanismos de acción de los dos fungicidas. El tebuconazol actúa sobre la 
síntesis del ergosterol (Siegel, 1981) y el benomilo se une a los microtúbulos e interfiere 
con diferentes funciones celulares como la división nuclear o el transporte intracelular 
(Whitehead, 1996), con mayores consecuencias sobre la expresión génica de estos genes 
menos cruciales para la supervivencia del hongo.  
Otros estudios realizados con diferentes fungicidas (tebuconazol y procloraz) 
probados sobre la especie F. langsethiae mostraron también un incremento en la 
producción de toxina al añadir dosis bajas (Mateo et al., 2011), las cuales fueron 
percibidas como situación de estrés e indujeron su expresión. Dosis más elevadas serían 
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tóxicas y, en última instancia, afectarían negativamente a la expresión de los genes 
implicados en la biosíntesis de la toxina. Sin embargo, en el mismo artículo mencionado 
anteriormente, se describe siempre una reducción de las toxinas T2 y HT-2 producidas 
por F. langsethiae al aumentar la dosis de otro fungicida, el fenpropimorf, y en ningún 
caso un aumento de estas toxinas, indiferentemente de la dosis empleada. Estos 
resultados indican la importancia de incluir el análisis de esta respuesta al estrés y las 
condiciones ambientales para poder evaluar correctamente el efecto y el uso de los 
distintos fungicidas, ya que en determinadas condiciones la utilización de la cantidad 
correcta de fungicida puede ser especialmente importante para evitar la estimulación de 
la producción de micotoxinas. 
En general, el gen FUM19 mostró un patrón de expresión génica similar al del 
gen FUM1 en todas las dosis de fungicida (control, LD50 y LD90) (figura 7). La 
correlación positiva hallada entre FUM1 y FUM19 se corresponde con estudios 
anteriores ya mencionados que demostraron la expresión coordinada de estos genes de 
la biosíntesis de fumonisinas (López-Errasquín et al., 2007; Proctor et al., 1999; 2003). 
Sin embargo, no se observó inducción de FUM19 en ninguno de los tratamientos en que 
se añadió benomilo. Esto podría sugerir que este gen no está implicado en la respuesta 
al estrés que puede observarse en presencia del fungicida.  
En conclusión, el benomilo mostró una eficacia elevada en la reducción tanto del 
crecimiento como de la síntesis de fumonisinas y, por tanto, puede ser empleado para el 
control fúngico. A pesar de ello y como indican los resultados, es importante tener en 
cuenta las diferentes respuestas del hongo al estrés ambiental, ya que pueden 
comprometer la eficacia de los fungicidas tanto sobre el crecimiento del hongo, como 
sobre la producción de toxinas, existiendo determinadas condiciones ambientales y de 
concentración del fungicida en las cuales se reduciría la presencia del hongo pero 
podrían favorecer la producción de la toxina. En estos casos, la aplicación del benomilo 
sería poco eficaz y no aconsejable desde un punto de vista ambiental. Además, con estos 
resultados podemos indicar que en los escenarios probados en este estudio, que 
corresponden a los previstos debidos al cambio climático en regiones mediterráneas 
(temperaturas de 30-35ºC y potenciales hídricos de -2,8 MPa y menores) producirían un 
impacto negativo adicional en la seguridad alimentaria al reducir la eficacia de los 
antifúngicos utilizados contra el crecimiento de hongos patógenos y toxígenos. Por ello, 
serían recomendables estrategias de control que combinen adecuadamente, en función 
Capítulo 4 
     
132 
 
de las características analizadas en este estudio, la aplicación de este antifúngico y otros 
para conseguir la máxima eficacia con dosis seguras desde el punto de vista ambiental. 
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Capítulo 5. Análisis de la micobiota toxígena asociada a trigo blando 
(Triticum aestivum) en dos regiones climatológicas españolas  
5.1. Introducción 
Los cereales suponen una parte muy importante de la dieta básica humana y 
animal. Su contaminación por especies toxígenas de hongos ocasiona enormes pérdidas 
tanto a las industrias agrícolas y de procesado de alimentos, como al sector ganadero. 
Además, la contaminación por micotoxinas de los productos alimenticios, por lo general 
estables y resistentes a los tratamientos físicos y químicos que pretenden su eliminación, 
deriva en un importante problema de salud pública que ha llevado a la regulación de los 
contenidos máximos de estas toxinas mediante diferentes legislaciones emitidas por las 
autoridades y organismos responsables de la Seguridad Alimentaria. Los problemas 
derivados del elevado coste de los análisis de toxinas y la imposibilidad de eliminarlas 
sin afectar a las propiedades de las materias primas de una forma eficaz y a bajo coste, 
ha estimulado la investigación dirigida a conocer el origen de la contaminación: la 
biología de los hongos productores y las condiciones y factores que determinan su 
proliferación y síntesis de toxinas. Estos aspectos son clave para la prevención y el 
diseño de estrategias básicas que reduzcan los niveles de contaminación fúngica y de 
toxina producida. 
En las sucesivas etapas de la cadena alimentaria, la contaminación se origina por 
distintos hongos. En la etapa de precosecha, los géneros más importantes son Fusarium 
y Alternaria, encuadrados en este grupo porque contaminan principalmente a sus 
hospedadores durante el período en el campo. No obstante, los hongos de estos géneros 
pueden seguir desarrollándose después de la cosecha si las condiciones son favorables, 
y de igual manera, seguir sintetizando micotoxinas. El género Fusarium presenta una 
amplia distribución geográfica y afecta a numerosas especies vegetales de interés 
agronómico. Las especies principales de este género que contaminan los cereales se 
detallan en el apartado 1.1.5 del capítulo 1. En etapas posteriores (post-cosecha), 
durante el almacenamiento de la materia prima, la elaboración o la conservación de los 
alimentos, otros géneros fúngicos, por ejemplo Aspergillus y Penicillium, se consideran 
los principales responsables de la producción de toxinas. Estos hongos, aunque son 
considerados generalmente post-cosecha, son también capaces de crecer sobre el cereal 
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antes de su recolección. Las principales micotoxinas que suponen un riesgo en cereales 
se encuentran detalladas en la tabla 1.  La presencia simultánea de varias toxinas puede 
presentar un riesgo adicional, incrementándose sus efectos negativos sobre la salud. 
 
 
 
Tabla 1. Principales micotoxinas asociadas a cereales. Se indican las especies que las producen, los 
alimentos que suelen presentar contaminación y los efectos tóxicos más representativos. Adaptada de 
González-Jaén et al., 2008. 
En la tabla 2 del capítulo 1, apartado 1.1.1 aparecen las principales especies de 
Fusarium asociadas a cereales y las toxinas que producen. De manera general, las 
especies F. verticillioides y F. proliferatum están comúnmente asociadas al maíz 
(Logrieco et al., 2003), aunque también pueden afectar a otros cereales como el trigo o 
la cebada (Chehri et al., 2010; Conner et al., 1996; Desjardins et al., 2007; Tančić et al., 
2012), teniendo importancia al ser especies productoras de fumonisinas y 
moniliformina. Los cereales de grano pequeño son además hospedadores habituales por 
todo el mundo de otras especies de Fusarium como F. avenaceum, F. crookwellense, F. 
culmorum, F. graminearum, F. poae y F. sporothrichioides (Glenn, 2007). 
En 2014 se produjeron en España un total de 18.907.558 toneladas de cereales. 
De ellas, la cebada, el trigo y el maíz representaron el 36,80%, 33,47% y 24,66% 
respectivamente (datos obtenidos de Cooperativas Agro-Alimentarias de España). En la 
Micotoxina Especie fúngica Sustrato principal Principales efectos tóxicos 
Aflatoxina A. flavus Cereales, leche, frutos 
secos 
Cancerígena 
Citrinina Penicillium sp. Cereales y frutas Nefrotóxica, inmunosupresora 
Fumonisinas F.verticillioides, F. 
proliferatum 
Cereales (Maíz) Carcinógena, hepatotóxica 
Patulina P. expansum Cereales, frutas, 
quesos 
Neurotóxica, afecciones 
pulmonares, hepatotóxica, 
inmunosupresora 
Tricotecenos A F. poae, F. 
sporotrichioides, 
F. equiseti 
Cereales Afecciones sistema digestivo, 
circulatorio, hematotóxicas, 
inmunotóxicas 
Tricotecenos B F.graminearum, F. 
culmorum, 
F.equiseti 
Cereales Afecciones sistema digestivo, 
circulatorio, nervioso y piel 
Zearalenona F.graminearum, 
F.culmorum,  
F. equiseti  
Cereales Afecciones del sistema 
reproductivo 
Ocratoxina A A. ochraceus,  
A. niger,  
A. carbonarius,  
P verrucosum 
Cereales, frutos secos, 
cafés, vino, cerveza 
Nefrotóxica, hepatotóxica, 
inmunosupresora, neurotóxica, 
teratogénica, cancerígena 
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tabla 2 se detalla la producción de cereales por especie de los últimos años. Estas tres 
especies, las cuales se cultivan en grandes cantidades, son altamente susceptibles de ser 
contaminadas por las principales especies de hongos toxígenos. Aunque en los últimos 
años se han realizado estudios epidemiológicos en cereales y sus productos derivados en 
el sur de Europa (Araguas et al., 2003; González-Jaén, 2008; Jiménez y Mateo, 2001; 
Jurado et al., 2006a; Mateo et al., 2001; Sanchís et al., 2001), la información disponible 
sobre las especies micotoxígenas de Fusarium que contaminan cereales es aún escasa en 
España 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2. Producción española de los cereales trigo, cebada, maíz, avena, centeno y Triticale en los años 
2011-2014. Se indican las cantidades producidas de cada cereal por separado, así como del total de cada 
año. Fuente: Cooperativas Agro-alimentarias de España. 
 
Las especies de Fusarium, así como el resto de hongos toxígenos, se distribuyen 
geográficamente dependiendo de los factores climáticos, de las diversas prácticas 
agrícolas (rotación de cultivos, arado en profundidad), o bien de los diferentes 
hospedadores y sus habilidades para colonizarlos (Bottalico y Perrone, 2002; Doohan et 
al., 2003). En efecto, estudios previos en España indican distribuciones regionales 
distintas, variaciones anuales y, en menor medida, influencia del sustrato (Jurado et al., 
2006a; Soldevilla et al., 2005). Los efectos de los distintos factores ambientales y del 
hospedador se pueden abordar de forma individualizada en el laboratorio como se ha 
descrito en los capítulos anteriores. Sin embargo, es imprescindible el estudio en campo 
o en almacén para conocer la distribución real de las especies de riesgo toxígeno y de la 
micobiota acompañante, cuyas interacciones pueden afectar al resultado final. Así 
mismo, conocer la dinámica de la micobiota en precosecha y post-cosecha para 
identificar puntos críticos que nos permitan predecir el riesgo potencial de 
contaminación, o intervenir a tiempo para reducir los niveles finales de hongos 
Producción española de cereales (tn) 
 2014 2013 2012 2011 
Trigo blando 5.651.733 6.924.946 4.360.019 6.100.150 
Trigo duro 677.857 1.006.259 404.547 834.521 
Cebada 6.958.560 9.829.015 5.662.794 8.301.583 
Maíz 4.096.012 4.334.540 3.810.729 3.722.200 
Avena 815.799 933.509 734.330 1.123.690 
Centeno  245.075 440.185 259.271 394.177 
Triticale 462.522 389.283 216.822 305.074 
Total cereales 18.907.558 23.857.737 15.448.512 20.781.394 
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toxígenos y de sus toxinas. Para ello, los estudios epidemiológicos constituyen un 
enfoque fundamental. La compleja taxonomía de los géneros fúngicos implicados y el 
tiempo y laboriosidad que requiere el aislamiento y la identificación de las distintas 
especies mediante los medios microbiológicos convencionales hacen inviable su 
utilización a gran escala en escrutinios rutinarios en campo o almacén. La utilización de 
técnicas moleculares permite alcanzar niveles de sensibilidad, especificidad, 
reproducibilidad y rapidez muy elevados, además de permitir el manejo de gran 
cantidad de muestras en poco tiempo. La integración de ambos procedimientos ha 
resultado ser una estrategia muy eficaz (Gil-Serna et al., 2013; González-Jaén et al., 
2008). 
Estudios previos en nuestro laboratorio permitieron desarrollar protocolos 
específicos de diagnóstico basados en la PCR de las principales especies toxígenas de 
los géneros Fusarium y Aspergillus que se resumen en la tabla 3. Estos métodos 
permiten el procesado directo de un gran número de muestras, sin ser necesario el 
aislamiento previo de la especie fúngica contaminante. La sensibilidad de estos 
protocolos resultó ser del 85-100% en contaminaciones superiores a 6,5 ppm y del 50% 
en contaminaciones inferiores a 2,9 ppm. Además, se comprobó su valor estimado, así 
como sus limitaciones, para predecir el riesgo de micotoxinas presentes (Jurado et al., 
2006b).  
El objetivo del presente capítulo es el conocimiento de la distribución y 
dinámica las especies fúngicas, incluidas las toxígenas, en un conjunto de variedades 
cultivadas en dos regiones climáticas distintas en las mismas condiciones agronómicas y 
conociendo el registro de parámetros ambientales. El experimento se realizó en 
colaboración con las Dras Fanny Álvaro y Josefina Sillero, en las estaciones 
experimentales el Instituto de Investigación y Tecnología Agroalimentarias (IRTA) de 
Cataluña y el Instituto Andaluz de Investigación y Formación Agraria, Pesquera, 
Alimentaria y de la Producción Ecológica (IFAPA), respectivamente. Este objetivo se 
detalla en los siguientes: 
1. Análisis de semillas en precosecha y poscosecha de la micobiota total
presente mediante métodos convencionales y determinación de los índices de
riqueza específica y biodiversidad.
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2. Análisis directo de especies toxígenas mediante métodos específicos de PCR
en las mismas muestras e integración de resultados de ambos objetivos.
3. Obtención de parámetros ambientales (pluviosidad y temperatura) desde la
floración al momento de la cosecha.
5.2. Material y Métodos 
   5.2.1. Material biológico analizado 
Las semillas analizadas en este capítulo proceden del Instituto de Investigación y 
Tecnología Agroalimentarias (IRTA) de Cataluña y el Instituto Andaluz de 
Investigación y Formación Agraria, Pesquera, Alimentaria y de la Producción Ecológica 
(IFAPA). Se trata de 80 muestras de trigo blando primavera (Triticum aestivum L.) que 
proceden de las estaciones experimentales de Gimenells, en la provincia de Lleida 
(Cataluña) y Santaella, en la provincia de Córdoba (Andalucía) (figura 1).  
 
Figura 1. Regiones de procedencia de las semillas analizadas en este capítulo. 
En total fueron 20 muestras recogidas de 20 parcelas experimentales. Son 
muestras de 7 variedades distintas (07THES, 08THES, 09THES, 05THES, T2004, 
Califa Sur y Arthur Nick), que fueron sembradas en diferentes parcelas de ambas 
localidades (figura 2). Se recogieron espigas al azar en los momentos de precosecha y 
post-cosecha, y finalmente se enviaron 200 gramos de espigas por cada variedad, 
momento de recogida y lugar de procedencia. Los cultivos de de Gimenells y Santaella 
Gimenells (Lleida) 
Santaella (Córdoba) 
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fueron sembrados el 25 y el 23 de noviembre de 2010 respectivamente. Todas las 
muestras se cosecharon en el año 2011 y se cultivaron en las mismas condiciones.  
Todas las muestras analizadas fueron recogidas en sus respectivos centros de 
procedencia, y almacenadas en cámara frigorífica a 15ºC hasta su envío al departamento 
de Genética de la UCM. Las muestras se enviaron en sobres bien identificados y a su 
llegada, las espigas se almacenaron a -80ºC en bolsas de plástico estériles. Al comenzar 
el análisis, las espigas se desecaron a 65ºC durante 7 días. Cumplido este tiempo se 
separó el grano de la espiga y cada muestra se dividió, recogiendo las semillas en dos 
sobres: el primero, con 10 g de semillas, se conservó a -80ºC para los posteriores 
análisis moleculares; el segundo sobre, con el resto de la muestra (~180 g de semillas) 
se destinó al análisis microbiológico tradicional y se conservó a 4ºC en cámara 
frigorífica.     
   5.2.2. Diagnóstico microbiológico tradicional: aislamiento e identificación de 
cepas fúngicas. Cálculo de los índices de biodiversidad 
Las muestras destinadas al diagnóstico microbiológico tradicional fueron 
enviadas al profesor Carlos Soldevilla del Departamento de Zoología y Patología 
Forestal de la Escuela de Ingeniería Forestal y del Medio Natural de la Universidad 
Politécnica de Madrid, donde se llevó a cabo su análisis. Para ello, se tomó como 
referencia el método recomendado por las Reglas Internacionales para Ensayos de 
Semillas adoptado por el Congreso de la Asociación Internacional de Ensayos de 
Semillas (ISTA, 1999; 2013), aunque con menor número de estas ya que el objetivo no 
era un verdadero test de germinación si no conseguir colonias miceliares. En total se 
analizaron unas 150 semillas por muestra, sembradas en tres medios de cultivo 
diferentes (50 semillas en cada medio).  Los medios de cultivo elegidos fueron el agar 
PDA (medio agar patata dextrosa), el agar czapeck y el agar verde malaquita, estos dos 
últimos modificados según las recomendaciones del Departamento de Tecnología de 
Alimentos de la Universidad de Lleida. Estos medios de cultivo garantizan la formación 
de micelios y estructuras de reconocimiento de un amplio espectro de especies fúngicas. 
Se analizaron 3000 semillas por lugar de procedencia y momento de recogida, lo que 
hace un total de 12000 semillas empleadas en el ensayo (figura 2). 
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Figura 2. Diagrama de las semillas analizadas en este capítulo. 150 semillas por cada parcela analizada 
tanto de precosecha como de post-cosecha. En total fueron 6000 semillas por localidad, que suman 
finalmente 12000 semillas. Colores diferentes indican variedades de trigo blando primavera distintas. En 
la parte inferior del diagrama aparecen los nombres de las variedades. 
Las semillas se desinfectaron previamente a su siembra, para lo cual se lavaron 2 
minutos en hipoclorito sódico al 3% y a continuación se les realizó dos lavados de 2 
minutos en agua bidestilada. Posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente. El 
sembrado se realizó en campana de flujo laminar, colocándose entre 5 y 10 semillas en 
cada placa petri y, a continuación, se incubaron las placas a temperatura ambiente. Se 
realizaron lecturas del estado de las placas cada 7 días, a lo largo de 21 días. Las 
colonias fúngicas y bacterianas halladas durante este tiempo se repicaron a nuevas 
placas petri con medio PDA para su aislamiento e identificación. Para la identificación 
morfológica de las diferentes especies fúngicas presentes se utilizaron diversas obras 
generales (Barnett y Hunter, 1998; Carmichael et al., 1980; Kiffer y Morelet, 1997; 
Smith et al., 1992; Sutton et al., 1998; Von Arx, 1981; Watanabe, 1994). Para la 
determinación de géneros con especies toxígenas se consultaron además textos más 
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específicos (Klich y Pitt, 1998; Nelson et al., 1983; Pitt, 2000; Ramírez, 1982). 
Posteriormente, para comprobar que la identificación de los aislamientos pertenecientes 
al género Fusarium era correcta, se emplearon los protocolos moleculares de PCR 
convencional descritos anteriormente en Patiño et al. (2004), Jurado et al., (2005, 
2006b) y Wilson et al. (2004) para confirmar la identificación (tabla 3). 
Por último, se realizó una estimación de la diversidad específica. Esta propiedad 
de las comunidades biológicas se relaciona con la variedad dentro de ellas. Se trata de la 
expresión de dos componentes: el número de especies presentes en la comunidad 
(riqueza de especies) y la manera en que se distribuyen esas especies que integran la 
comunidad (equitabilidad). Existen diversos índices de riqueza y de equitabilidad; los 
que combinan los dos parámetros se denominan índices de diversidad. En este trabajo se 
calcularon el índice de riqueza específica de Margalef (1958) y el índice de diversidad 
de Simpson (1949). 
El índice de Margalef (R1) mide la riqueza de especies de una comunidad, 
basándose en la relación entre el número total de especies (S) y el número de individuos 
de la muestra (n). Se calcula mediante la fórmula 
    
  –  
     
El índice de Simpson (DSi) fue el primer índice de diversidad utilizado en 
ecología. Incorpora en un solo valor la riqueza específica y la equitabilidad, y se calcula 
mediante la ecuación:  
     ∑  
 
 
   
Donde pi es la abundancia proporcional de la especie i y representa la probabilidad de 
que un individuo de la especie i esté presente en la muestra. pi se expresa como: 
      
  
 
Siendo ni el número de individuos de la especie i, y N el número total de individuos de 
todas las especies (S) de la comunidad. Este índice mide la probabilidad de encontrar 
dos individuos de la misma especie en dos “extracciones” sucesivas al azar sin 
reposición. En principio, esto constituye una propiedad opuesta a la diversidad, por lo 
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que se transforma mediante la siguiente ecuación para obtener una cifra correlacionada 
positivamente con la diversidad: 
             
De manera que el índice de diversidad de Simpson (SiD) indica la probabilidad de 
encontrar dos individuos de especies diferentes en dos “extracciones” sucesivas al azar 
sin reposición. 
    5.2.3. Diagnóstico molecular: procesamiento e identificación de cepas fúngicas 
 Los 10 g de cada muestra destinados al análisis molecular se trituraron hasta ser 
reducidos a polvo en un mortero utilizando nitrógeno líquido. A continuación se incubó 
1g de cada una de estas muestras en matraces de 500 ml de medio líquido Sabouraud 
suplementado con cloranfenicol al 0,5% (Pronadisa, Madrid) durante 24 horas a 37ºC en 
agitación (120 rpm). Tras la incubación, el contenido de los matraces se filtró con una 
bomba de vacío a través de papel Whatman nº1. La parte sólida se retiró y se conservó a 
-80ºC hasta el momento de su análisis. 
El material resultante del filtrado se trituró de nuevo en mortero con nitrógeno 
líquido hasta obtener un polvo fino. A continuación se extrajo el DNA de cada muestra 
empleando el kit Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Una vez extraído, el DNA genómico se conservó a -20ºC. 
La cuantificación del DNA extraído se realizó utilizando un espectrofotómetro 
Nanodrop® ND1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, Delaware, EEUU).  
El DNA total de cada muestra (200 ng) se sometió a las correspondientes 
reacciones de PCR para la identificación de las diferentes especies de Fusarium y 
Aspergillus. Para ello se llevaron a cabo todas las PCRs descritas en las tablas 3 y 4. Las 
reacciones de amplificación se realizaron en un volumen de 25 μl, que contenía 3 μl de 
DNA problema a una concentración de 35 ng/μl y 22 μl de la mezcla compuesta de 
15,55 μl de agua miliQ, 1,25 μl de cada cebador (20 μM), 0,2 μl de la enzima Taq 
polimerasa (5 U/μl), 2,5 μl de tampón de PCR 10x, 1 μl de MgCl2 (50mM) y 0,25 μl de 
dNTPs (100 mM) (Ecogen, Barcelona, España). 
Tabla 3. Protocolos de PCR molecular para identificar las especies de Fusarium que se indican. Se detallan los cebadores, el tamaño de la región amplificada y las 
condiciones de PCR necesarias. Todas las secuencias amplifican regiones IGS excepto la de la especie F. langsethiae, en la que se amplifica la región ITS.  
1
Datos obtenidos de Jurado et al., 2006b. 
2
Datos obtenidos de Patiño et al., 2004. 
3
Datos obtenidos de Jurado et al., 2005. 
4
Datos obtenidos de Wilson et al., 2004.
Especie fúngica Cebadores Tamaño Condiciones de amplificación 
F. proliferatum
1
 
Fp3-F: CGGCCACCAGAGGATGTG 
~230 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 69ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC Fp4-R: CAACACGAATCGCTTCCTGAC 
F. verticillioides
1,2
 
Fps-F: CGCACGTATAGATGGACAAG 
~700 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 65ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC VERT-2: CACCCGCAGCAATCCATCAG 
F. graminearum
3
 
Fgr-F:GTTGATGGGTAAAAGTGTG 
~500 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 53ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC Fgc-R: CTCTCATATACCCTCCG 
F. equiseti
3
 
Feq-F: GGCCTGCCGATGCGTC 
~990 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-30 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 66ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC Feq-R: CGATACTGAAACCGACCTC 
F. culmorum
3
 
Fcu-F: GACTATCATTATGCTTGCGAGAG 
~200 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-20 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 54ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC Fgc-R: CTCTCATATACCCTCCG 
F. sporotrichioides
3
 
Fps-F: CGCACGTATAGATGGACAAG 
~400 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 69ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC Fsp-R: GTCAGAAGAGACGCATCCGCC 
F. poae
3
 
Fps-F: CGCACGTATAGATGGACAAG 
~400 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 64ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC Fpo-R: CAGCGCACCCCTCAGAGC 
F. langsethiae
4
 
FlangF3: CAAAGTTCAGGGCGAAAACT 
~310 pb 
-1 ciclo de 85s a 95ºC 
-5 ciclos de 30s a 95ºC, 20s a 66ºC y 45s a 72ºC 
-5 ciclos de 30s a 95ºC, 20s a 64ºC y 45s a 72ºC 
-25 ciclos de 30s a 95ºC, 20s a 62ºC y 45s a 72ºC LanspoR1: TACAAGAAGACGTGGCGATAT 
1
4
4
 
Tabla 4. Protocolos de PCR molecular para identificar las especies de Aspergillus que se indican. Se detallan los cebadores, el tamaño de la región amplificada y las 
condiciones de PCR necesarias. Todas las secuencias amplifican regiones ITS. 
1
Datos obtenidos de Patiño et al., 2004. 
2
Datos obtenidos de Sardiñas et al., 2010. 
3
Datos obtenidos de González-Salgado et al., 2008. 
4
Datos obtenidos de Gil-Serna et al., 2009. 
Especie fúngica Cebadores Tamaño Condiciones de amplificación 
A. carbonarius1 
CAR1: GCATCTCTGCCCCTCGG 
~420 pb 
-1 ciclo de 4 min 30s a 95ºC 
-25 ciclos de 30s a 95ºC, 25s a 59ºC y 40s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC CAR2: GGTTGGAGTTGTCGGCAG 
A. parasiticus2 
PAR1: GTCATGGCCGCCGGGGGCGTC 
~430 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 65ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC PAR2: CCTGGAAAAAATGGTTGTTTTGCG 
A. flavus3 
FLA1: GTAGGGTTCCTAGCGAGCC 
~500 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 53ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC FLA2: GGAAAAAGATTGATTTGCGTTC 
A. niger1 
ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
~400 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-30 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 66ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC NIG2: GAAAGAATGGTTGGAAAACGTC 
A. steynii 4 
STEYF: CCACGCGGCCGCCGGGGGAG 
~315 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-20 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 54ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC STEYR: CGGGGGGGACGAGGACCCAAC 
A. ochraceus4 
OCRAF: CTTTTTCTTTTAGGGGGCACAG 
~430 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 69ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC OCRAR: CAACCTGGAAAAATAGTTGGTTG 
A. westerdijkiae 4 
WESTF: CTTCCTTAGGGGTGGCACAG 
~430 pb 
-1 ciclo de 85s a 94ºC 
-25 ciclos de 35s a 95ºC, 30s a 64ºC y 30s a 72ºC 
-1 ciclo de 5 min a 72ºC WESTR: CAACCTGATGAAATAGATTGGTTG 
1
4
5
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Los productos amplificados se detectaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa de concentración variable según el tamaño del fragmento amplificado (tablas 3 
y 4). Para su visualización se añadió bromuro de etidio y se utilizó un tampón 1x de 
40mM tris-acetato y EDTA 1 mM. De esta manera se amplificaron todas las especies 
fúngicas presentes. 
5.2.4. Datos meteorológicos 
Los datos meteorológicos del año 2011 de las dos regiones estudiadas fueron 
consultados en las páginas web de la Consejería de Agricultura, Pesca y del Medio 
Rural (Junta de Andalucía) para la estación climática de Santaella (Córdoba), y en 
Ruralcat (Generalitat de Catalunya) para la estación de Gimenells (Lleida). Se tomaron 
los datos de temperatura media, humedad relativa media y pluviosidad de los meses de 
marzo, abril, mayo, junio y julio, meses en los que el trigo florece y desarrolla el grano 
hasta su recogida (10 y 15 de julio de 2011 para Córdoba y Lleida respectivamente). 
5.3. Resultados 
5.3.1. Análisis microbiológico tradicional de muestras de trigo blando de 
Córdoba y Lleida en la campaña 2011 
En total se analizaron 80 muestras de trigo blando, 40 procedentes de Santaella 
(Córdoba) y 40 procedentes de Gimenells (Lleida). De cada localidad, 20 muestras 
procedían directamente del campo (precosecha) mientras que otras 20 procedían de 
etapas posteriores a la cosecha. A razón de 150 semillas por muestra, el volumen total 
analizado fue de 12000 semillas.  
En la tabla 5 aparecen los porcentajes de contaminación de las semillas según su 
localidad de procedencia y momento de recogida. Así, en precosecha, los niveles de 
contaminación son mucho menores que en post-cosecha, tanto en número de especies 
identificadas como en los valores absolutos de contaminación (Unidades formadoras de 
colonias, UFCs). La proporción de semillas contaminadas fue mayor en Gimenells que 
en Santaella, sobre todo en precosecha. De las 3000 semillas correspondientes a 
precosecha de cada localidad, resultaron contaminadas 108 de las procedentes de 
Santaella (Córdoba) y 538 de las procedentes de Gimenells (Lleida). El resultado en las 
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semillas procedentes del momento post-cosecha fue completamente diferente, ya que 
presentaron contaminación microbiológica 2805 semillas procedentes de Santaella y 
2950 de Gimenells, de las 3000 estudiadas. La mayoría de estas semillas aparecieron 
contaminadas por hongos, limitándose la contaminación bacteriana a 8 y 3 semillas en 
precosecha y post-cosecha respectivamente en Gimenells, y 0 y 17 semillas en 
precosecha y post-cosecha respectivamente en Santaella.  
Aunque las muestras de ambas localidades comparten un elevado número de 
especies comunes, algunas son específicas de localidad. En particular, estas diferencias 
se observan también en el caso de las principales especies toxígenas presentes, F. 
proliferatum, F. graminearum, A. niger y A. flavus. En el estudio detallado de las 
especies fúngicas presentes en las semillas los resultados se cuantifican en unidades 
formadoras de colonias (UFC), y así vienen expresados. Del total de semillas analizadas 
se aislaron e identificaron 17 especies fúngicas en las muestras procedentes de Córdoba 
y 14 en las procedentes de Lleida. En las tablas 6 y 7 aparecen detalladas las especies 
identificadas y el número de UFC de cada una de ellas.  
Muestra Semillas no 
contaminadas 
Contaminación 
fúngica 
Contaminación 
bacteriana 
Santaella (Córdoba) 
Precosecha 
97,37% 2,63% 0% 
Gimenells (Lleida) 
Precosecha 
81,44% 18,29% 0,26% 
Santaella (Córdoba) 
Post-cosecha 
2,59% 96,82% 0,59% 
Gimenells (Lleida) Post-
cosecha 
1,67% 98,24% 0,10% 
Tabla 5. Porcentajes de semillas limpias y contaminadas de las diferentes muestras. Se indican las 
contaminaciones fúngica y bacteriana separadamente. 
De las especies fúngicas identificadas en las muestras de Córdoba, Alternaria 
alternata fue la más representada con un 78,42%, seguida de Fusarium proliferatum 
(8,37%) y Penicillium italicum (3,93%). Al observar las muestras de esta localidad 
separadas en precosecha y post-cosecha, observamos que Aspergillus niger es la especie 
más abundante en precosecha (38,47%), seguida de Alternaria alternata (21,81%) y 
Penicillium italicum (19,23%); mientras que en post-cosecha las más representadas 
fueron Alternaria alternata (80,00%), Fusarium proliferatum (8,41%) y Penicillium 
italicum (3,95%). También hubo presencia de otras especies, entre ellas Fusarium 
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graminearum y Fusarium spp. en las muestras de post-cosecha (tabla 6). Es interesante 
destacar además que en las semillas de precosecha sólo se identificaron 5 especies 
diferentes de hongos, frente a las 15 identificadas en las semillas de post-cosecha. 
Santaella Total Santaella 
Precosecha 
Santaella 
Postcosecha 
Agente fúngico UFC Porcentaje UFC Porcentaje UFC Porcentaje 
Acremonium spp. 1 0,04% - - 1 0,04% 
Alternaria alternata 2261 78,42% 17 21,81% 2244 80,00% 
Arthrinium spp. 9 0,31% - - 9 0,32% 
Aspergillus niger 30 1,04% 30 38,47% - - 
Aureobasidium pullulans 4 0,14% - - 4 0,14% 
Cladosporium herbarum 59 2,05% 12 15,35% 47 1,68% 
Epicoccum nigrum 9 0,31% 4 5,14% 5 0,19% 
Fusarium graminearum 3 0,10% - - 3 0,11% 
Fusarium proliferatum 236 8,19% - - 236 8,41% 
Fusarium spp. 2 0,07% - - 2 0,07% 
Penicillium italicum 126 4,37% 15 19,23% 111 3,95% 
Penicillium spp. 7 0,24% - - 7 0,25% 
Rhizopus stolonifer 23 0,80% - - 23 0,81% 
Sporothrix spp. 52 1,80% - - 52 1,85% 
Stemphylium botryosum 1 0,04% - - 1 0,04% 
Trichoderma viride 53 1,84% - - 53 1,89% 
Trichothecium roseum 7 0,24% - - 7 0,25% 
Tabla 6. UFCs de las especies fúngicas encontradas en las semillas de trigo blando de Santaella 
(Córdoba). Se indica también el porcentaje respecto al total de UFCs para cada momento de recogida. 
Gimenells Total Gimenells 
Precosecha 
Gimenells 
Postcosecha 
Agente fúngico UFC Porcentaje UFC Porcentaje UFC Porcentaje 
Alternaria alternata 2610 74,51% 283 51,17% 2327 78,88% 
Aspergillus flavus 5 0,14% - - 5 0,17% 
Aspergillus niger 130 3,71% 2 0,36% 128 4,34% 
Cladosporium herbarum 55 1,57% 40 7,23% 15 0,51% 
Epicoccum nigrum 117 3,34% 61 11,03% 56 1,90% 
Fusarium graminearum 326 9,31% - - 326 11,05% 
Fusarium spp. 6 0,17% - - 6 0,20% 
Penicillium italicum 85 2,43% 48 8,68% 37 1,25% 
Penicillium spp. 26 0,74% 18 3,25% 8 0,27% 
Phoma spp. 10 0,28% 10 1,82% - - 
Rhizopus stolonifer 5 0,14% 5 0,90% - - 
Stemphylium botryosum 76 2,17% 76 13,74% - - 
Trichoderma viride 50 1,43% 10 1,82% 40 1,36% 
Ulocladium consortiale 2 0,06% - - 2 0,07% 
Tabla 7. UFCs de las especies fúngicas encontradas en las semillas de trigo blando de Gimenells 
(Lleida). Se indica también el porcentaje respecto al total de UFCs para cada momento de recogida. 
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De las semillas procedentes de Gimenells (Lleida), la mayor representada fue 
Alternaria alternata (74,51%), y a continuación Fusarium graminearum (9,31%) y 
Aspergillus niger (3,71%). El análisis de las especies separado según el momento de 
recogida de las muestras ofreció como resultados una mayor representación de 
Alternaria alternata en todos los casos (precosecha 51,17%; post-cosecha 78,88%), 
seguida de Stemphylium botryosum (13,74%) y Epicoccum nigrum (11,03%) en 
precosecha, y Fusarium gaminearum (11,05%) y Aspergillus niger (4,34%) en post-
cosecha. Además se identificaron otras especies, entre ellas Fusarium spp. y 
Aspergillus flavus. En este caso la variedad de especies fue alta en ambos momentos 
de recogida, encontrándose 10 y 11 especies diferentes en precosecha y post-cosecha 
respectivamente (tabla 7). 
5.3.2. Cálculo de los índices de riqueza específica y biodiversidad 
A partir de los datos obtenidos del análisis microbiológico tradicional de las 
muestras se calcularon el índice de riqueza específica de Margalef (1958) y el índice 
de Simpson (1949). El número total de especies diferentes halladas en las muestras 
analizadas fue de 20, determinándose en Córdoba 17 especies y en Lleida 14 especies. 
11 de estas especies son comunes a ambas procedencias. Las especies encontradas 
aparecen detalladas en las tablas 6 y 7. El número total de UFC fúngicas es de 2883 
UFC en Córdoba y 3503 UFC en Lleida. 
Tras realizar el cálculo de los índices de riqueza de Margalef (R), los resultados 
fueron los siguientes: 
R(Córdoba pre) = 0,92 
R(Córdoba) = 2,01 R(Córdoba post) = 1,89 
R(Lleida) = 1,59 R(Lleida pre) = 1,43 
R(Lleida post) = 1,25 
Lo cual indica una mayor riqueza de especies en Córdoba que en Lleida, y teniendo en 
cuenta el momento de toma de la muestra la riqueza fue mayor en Córdoba post-
cosecha, Lleida precosecha, Lleida post-cosecha y Córdoba precosecha por ese orden. 
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Los resultados del índice de Simpson (DSi) fueron los siguientes: 
DSi(Córdoba pre) = 0,259 
DSi(Córdoba) = 0,625 DSi(Córdoba post) = 0,650 
DSi(Lleida) = 0,568 DSi(Lleida pre) = 0,308 
DSi(Lleida post) = 0,637 
Y por tanto, los resultados del índice de diversidad de Simpson fueron los siguientes: 
SiD(Córdoba pre) = 0,741 
SiD(Córdoba) = 0,375 SiD(Córdoba post) = 0,350 
SiD(Lleida) = 0,432 SiD(Lleida pre) = 0,692 
SiD(Lleida post) = 0,363 
Lo cual indica que la probabilidad de encontrar dos individuos diferentes en dos 
extracciones sucesivas sin reposición es mayor en Lleida que en Córdoba, y teniendo 
en cuenta el momento de muestreo es mayor en Córdoba precosecha, Lleida 
precosecha, Lleida post-cosecha y Córdoba post-cosecha en ese orden. 
    5.3.3. Análisis molecular de especies de Fusarium y Aspergillus en muestras de 
trigo blando de Córdoba y Lleida en la campaña 2011 
Se analizaron 80 muestras mediante los ensayos de PCR específicos descritos en 
las tablas 3 y 4, procedentes como ya se ha indicado de distintas parcelas de dos 
localizaciones diferentes de Córdoba y Lleida, recogidas en dos momentos separados, 
precosecha y post-cosecha. Tras dichos análisis, las especies representadas fueron las 
siguientes: Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. graminearum, F. equiseti, F. 
langsethiae, Aspergillus carbonarius, A. flavus y A. niger. Respecto a las especies de 
Fusarium, en las muestras de Córdoba precosecha sólo se encontraron F. verticillioides 
y F. equiseti, en ambos casos en un bajo número de muestras (15% y 5% 
respectivamente). En Córdoba post-cosecha F. proliferatum fue la especie con mayor 
representación (60%), aunque también se detectaron las otras cuatro especies de 
Fusarium. En cuanto a las muestras de Lleida, F. graminearum fue la especie más 
abundante tanto en precosecha (55%) como en post-cosecha (95%), seguida por F. 
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langsethiae y F. equiseti en ambos casos, así como F. proliferatum en post-cosecha.  En 
cuanto a la contaminación por especies del género Aspergillus, la especie A. flavus fue 
la más representada en todos los casos. A. carbonarius apareció solamente en las 
muestras de Córdoba precosecha, y A. niger solamente en Lleida precosecha, en ambos 
casos en un porcentaje bajo de las muestras (10%). En la figura 3 aparecen 
representados estos resultados.  
Como se puede observar en la figura 3, la contaminación general es mayor en las 
muestras post-cosecha que en las muestras precosecha. En ninguna de las muestras se 
detectaron otras especies de Fusarium para las que también se realizaron los análisis de 
PCR: F. culmorum, F. sporotrichioides, F. poae, A. parasiticus, A. steynii, A. ochraceus 
y A. westerdijkiae.  
 
 
 
 
 
Figura 3. Porcentaje de muestras de trigo blando positivas a contaminación fúngica procedentes de 
Córdoba y Lleida de los dos momentos estudiados mediante métodos moleculares: precosecha y post-
cosecha. No se indican el resto de especies estudiadas que no aparecieron representadas en las muestras.  
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5.3.4. Datos integrados obtenidos de ambos métodos de identificación de especies 
micotoxígenas 
Los resultados obtenidos mediante el método molecular y el método de 
aislamiento tradicional, referentes al porcentaje de muestras de cereal positivas para 
algunas de las especies de Fusarium mostraron que, de manera general, el método 
molecular es más informativo y sensible. Así, el porcentaje de muestras positivas en 
ambas regiones y momentos de recogida mostró valores mayores por el método 
molecular, detectando especies que no pudieron ser recuperadas por el método 
tradicional, como F. verticillioides, F. equiseti y F. langsethiae en el caso de Córdoba 
(figura 4) y F. equiseti y F. langsethiae en las muestras de Lleida (figura 5). Esto podría 
indicar la alta capacidad germinativa o de crecimiento miceliar que determinadas 
especies podrían presentar frente a otras y la ventaja que supone la estrategia combinada 
de ambas metodologías. 
Figura 4. Porcentaje de muestras de trigo blando positivas a contaminación fúngica procedentes de 
Córdoba precosecha y post-cosecha identificadas mediante los análisis microbiológicos tradicionales 
(color verde) y los análisis moleculares de PCR (color azul). Se indican las especies identificadas de los 
géneros Fusarium y Aspergillus. 
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En cuanto a las especies del género Aspergillus, el análisis molecular fue mejor a 
la hora de detectar la especie altamente toxígena A. flavus, así como A. carbonarius. Sin 
embargo, por este método sólo se detectó A. niger en las muestras de precosecha de 
Lleida, mientras que los análisis microbiológicos tradicionales evidenciaron su 
presencia también post-cosecha de Lleida y en precosecha de Córdoba, esta última en 
un alto porcentaje (38,47%) (figuras 4 y 5, tablas 6 y 7).  
Figura 5. Porcentaje de muestras de trigo blando positivas a contaminación fúngica procedentes de 
Lleida precosecha y post-cosecha identificadas mediante los análisis microbiológicos tradicionales (color 
verde) y los análisis moleculares de PCR (color azul). Se indican las especies identificadas de los géneros 
Fusarium y Aspergillus. 
5.3.5. Datos climatológicos 
Los datos de temperatura media y humedad relativa media diaria, así como los 
datos de precipitación (mm) de las estaciones de Santaella (Córdoba) y Gimenells 
(Lleida) aparecen en las figuras 6, 7 y 8.  
Lleida 
Capítulo 5 
154 
Figura 6. Datos de temperatura media diaria de Córdoba y Lleida desde el 1 de marzo hasta el momento 
de la recogida del cereal (10 y 15 de julio respectivamente) de 2011.  
Como se observa en la figura 6, la temperatura media diaria de Córdoba osciló 
entre el 1 de marzo y el 10 de julio de 2011 entre los 7,4 y los 30,2ºC, siendo la media 
de 19,8ºC. Por otro lado, la temperatura media diaria de Lleida osciló entre los 3,9 y los 
26,8ºC, siendo la temperatura media en este período de 17,1ºC. 
Figura 7. Datos de humedad relativa media diaria (en porcentaje) de Córdoba y Lleida desde el 1 de 
marzo hasta el momento de la recogida del cereal (10 y 15 de julio respectivamente) de 2011. 
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La humedad relativa diaria (figura 7) en Córdoba osciló entre el 33 y el 95%. La 
humedad relativa media en este período fue de 60,3 %. En Lleida, los datos de humedad 
relativa diaria oscilaron entre el 43,8 y el 91,4%, siendo la media de 63,6%. 
Figura 8. Datos de precipitación diaria (mm) de Córdoba y Lleida desde el 1 de marzo hasta el 
momento de la recogida del cereal (10 y 15 de julio respectivamente) de 2011. 
La figura 8 muestra la precipitación diaria en las dos regiones españolas. En 
Córdoba se registraron como máximo 29,6 mm, mientras que en Lleida el máximo fue 
de 36,9 mm.   
5.4. Discusión 
Las semillas son el punto de partida de la producción. En todo cultivo es 
imprescindible tener en cuenta la calidad de la semilla, y así poder predecir el futuro 
éxito de la cosecha. Para ello, será necesario garantizar su óptima respuesta en campo 
para que se produzcan plantas vigorosas que alcancen el máximo rendimiento. Una de 
las principales características a cuidar es la salud de estas semillas y la ausencia de 
cualquier tipo de agente que impida su germinación o que disminuya su desarrollo. Las 
especies fúngicas y bacterianas que contaminan los cultivos perjudican en gran medida 
el crecimiento y desarrollo de estos, así como su productividad. 
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Desde el punto de vista de contaminación bacteriana, en todos los casos se pudo 
considerar despreciable, ya que en ningún momento superó valores de contaminación 
del 0,59% en el total de semillas analizadas. Sin embargo, la contaminación por 
especies fúngicas presentó grandes diferencias, especialmente según el momento de 
recogida de las semillas. Las muestras recogidas directamente del campo (precosecha), 
presentaron baja contaminación fúngica. En Lleida las semillas contaminadas por 
hongos supusieron el 18,29% del total de las muestras estudiadas, mientras que en 
Córdoba no superaron el 3%. Además, las semillas no mostraron en ningún caso 
síntomas externos, por lo que desde el punto de vista fitopatológico, se podría 
considerar que su salud es buena y que la semilla en campo germinará óptimamente. En 
cambio, las muestras de ambas procedencias que fueron recogidas en momentos 
posteriores a la cosecha, presentaron unos porcentajes de contaminación fúngica muy 
elevados, superiores al 95% (Lleida 98,24%; Córdoba 96,82%), lo cual indicaría un 
posible problema en el almacenaje del grano.  
El diagnóstico microbiológico tradicional permitió estudiar la flora 
microbiológica asociada al trigo blando. La mayoría de las especies fúngicas detectadas 
formando parte de la micoflora de las semillas analizadas son consideradas parásitos 
oportunistas habituales en post-cosecha y almacenaje (Agrios, 1997). Sin embargo, 
algunas de ellas son productoras de micotoxinas, y por tanto su presencia tiene una 
mayor importancia. La distribución de las especies contaminantes fue diferente según la 
procedencia y el momento de recogida, tanto en las especies fúngicas en general, como 
en las especies del género Fusarium en particular.  
La especie más abundante en las semillas analizadas por el método 
microbiológico tradicional fue Alternaria alternata en todos los casos, excepto en las 
muestras de precosecha de Córdoba, donde supuso  también un porcentaje apreciable 
(21,81%), pero este fue superado por la especie Aspergillus niger, cuyo porcentaje fue 
del 38,47% sobre el total de las especies fúngicas detectadas. A. alternata se encuentra 
normalmente en el aire, siendo considerado como uno de los hongos alérgenos 
respiratorios más importantes (Achatz et al., 1995). Además, se trata de una especie que 
contamina frecuentemente los cereales ya que coloniza muy rápidamente la testa de la 
semilla, ocasionado su ennegrecimiento y un ahogo que afecta a la germinación. 
Además disminuye la calidad de la  semilla y de sus productos derivados, 
principalmente la harina (Jurado, 2006; Mateo et al., 2004; Medina et al., 2006; 
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Ramírez, 1982). Su rápida colonización puede reducir o impedir la contaminación por 
parte de otras especies de hongos, enmascarando los resultados de presencia fúngica. 
Además, como ya se ha comentado en el capítulo 1.1.5 de la introducción, produce 
varios metabolitos de gran capacidad toxígena para humanos y animales, como el ácido 
tenuazónico, los alternarioles o las altertoxinas (Lacey y Magan, 1991; Medina et al., 
2006; Soldevilla et al., 2005). Su presencia es muy elevada en el sur de Europa y por 
ello sería necesario elaborar normativas sobre los límites permitidos de estas toxinas, ya 
que en la actualidad no se dispone de ellos (Bottalico y Logrieco, 1998).  
Otro género detectado en abundancia por los métodos tradicionales fue 
Penicillium, y más concretamente P. italicum, que fue la tercera especie más 
contaminante en las muestras de Córdoba (3,93% del total de las muestras contaminadas 
de esta localidad) y la quinta en las de Lleida (2,43% del total de muestras 
contaminadas). Esta especie fúngica, conocida como el moho azul, es un agente post-
cosecha importante, si bien determinadas condiciones de almacenaje pueden favorecer 
su desarrollo directamente sobre la planta en el siguiente año de cultivo (Plaza et al., 
2003; Tuset, 1987). Entre el resto de especies con presencia típica en almacenaje y 
detectadas gracias al análisis microbiológico tradicional destacan Cladosporium 
herbarum, Stemphylium botryosum, Trichoderma viride, Sporothrix spp., 
Aureobasidium pullulans, Trichotecium reseum o Epiccocum nigrum entre otras. Estas 
especies sólo representan un problema en casos de cantidades de micelio suficientes 
para contaminar grandes lotes de semillas. Sin embargo, este no es el caso, ya que en las 
muestras estudiadas aparecen en porcentajes reducidos. La capacidad de estos hongos 
de soportar las temperaturas y actividades de agua propias del almacenaje les confiere la 
capacidad de llegar a ser problemáticos por la contaminación que producen en el grano 
(Palazón y Palazón, 1996). 
Los diagnósticos moleculares junto con los microbiológicos tradicionales, 
permitieron la detección e identificación de una serie de especies de Fusarium y 
Aspergillus toxígenas asociadas al trigo. Sin embargo, si comparamos los resultados 
obtenidos mediante los dos métodos observamos que el molecular fue de manera 
general más informativo. Gracias a este método se detectaron especies que no pudieron 
ser recuperadas por el método tradicional como F. verticillioides, F. equiseti, F. 
langsethiae, A. flavus y A. carbonarius (figuras 4 y 5). Sin embargo, la especie A. niger 
sólo pudo ser detectada en los casos de Córdoba precosecha y Lleida post-cosecha 
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mediante los métodos de siembra tradicionales. Estas diferencias en la detección de 
especies por los dos métodos podrían deberse a una presencia mínima de la especie en 
las muestras de partida que las hace indetectables, o bien que determinadas condiciones 
favorezcan la germinación de ciertas especies antes que otras, las cuales pueden ser 
enmascaradas. 
En el caso del género Aspergillus y conjugando los resultados ofrecidos por 
ambos métodos, las especies más representadas fueron A. flavus, A. niger y A. 
carbonarius. La contaminación de cereales por especies del género Aspergillus está 
muy extendida, y se da principalmente durante el almacenamiento del cereal y durante 
el procesado de este (Comisión Europea, 2003; Ozay et al., 2008; Riba et al., 2008). Se 
trata de especies productoras de micotoxinas: A. flavus sintetiza aflatoxinas y A. niger y 
A. carbonarius sintetizan OTA. La contaminación de los cereales por estas dos toxinas 
es un serio problema mundial, ya que presentan un amplio rango de efectos tóxicos. Los 
porcentajes de presencia detectados en los análisis, los cuales llegan a alcanzar el 38%, 
denotan la importancia de realizar controles fitopatológicos más exhaustivos. Además 
de estas especies, algunas otras del género Penicillium también pueden sintetizar OTA, 
como por ejemplo P. verrucosum, y esta podría estar incluida en las muestras detectadas 
como Penicillium spp. La presencia de A. flavus y A. carbonarius ya había sido 
detectada en estudios previos en precosecha (González-Jaén et al, 2008). Por otra parte, 
en post-cosecha, también se había detectado en cebada la presencia de A. steynii (Mateo 
et al. 2004). Estas tres especies de Aspergillus contienen cepas muy productoras de 
toxinas, de modo que aunque su presencia no sea muy destacable en términos 
comparativos con otras especies, pueden ser responsables de niveles elevados de toxina 
en muestras en las que su masa fúngica es escasa. 
Las condiciones ambientales, principalmente la temperatura y la humedad 
(tablas de climas), son factores clave del crecimiento y la producción de toxinas de las 
especies fúngicas. Los datos climatológicos de las estaciones de Santaella (Consejería 
de Agricultura, Pesca y del Medio Rural; Junta de Andalucía) y de Gimenells (Ruralcat; 
Generalitat de Catalunya) difieren en estos dos aspectos. Durante el período de floración 
del cereal en el campo hasta su recogida (Marzo 2011-Julio de 2011) las temperaturas 
medias oscilaron entre los 7,4ºC y los 30,2ºC en Córdoba (temperaturas mínima y 
máxima en este período de 0,4ºC y 38,8ºC respectivamente), mientras que en Lleida 
estuvieron entre los 3,9ºC y los 26,8ºC (temperaturas mínima y máxima de este período 
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de -1,3ºC y 37,3ºC respectivamente) (figura 6). En ambos casos, durante los meses de 
abril y mayo se alcanzaron temperaturas de 20-25ºC, óptimas para el crecimiento 
fúngico. Sin embargo, en cuanto a la disponibilidad de agua, los valores de humedad 
relativa en Lleida son mucho más estables que en Córdoba, donde la humedad relativa 
varía en mayor medida (figura 7). Teniendo en cuenta estos datos, las condiciones de 
Córdoba serían más extremas en cuanto a temperatura y a actividad de agua que las de 
Lleida, favoreciendo en este último caso en mayor medida la presencia fúngica. Esto se 
refleja en los datos de contaminación general, donde el porcentaje de semillas 
precosecha contaminadas por hongos es mayor en Lleida que en Córdoba (tabla 5).   
Las especies del género Fusarium aparecen muy representadas en los análisis 
realizados. Una de las principales especies detectadas fue F. graminearum, apareciendo 
en un 60% de las muestras analizadas de Córdoba post-cosecha por los métodos 
moleculares, y en un 55% y 95% de las muestras de Lleida pre y post-cosecha 
respectivamente.  Se trata de un patógeno característico de las regiones mediterráneas 
con temperaturas templadas y humedad elevada. Como hemos comentado, estos 
requerimientos ambientales pueden ser los responsables de las diferencias en la 
distribución de este patógeno en las muestras de Córdoba y Lleida precosecha, ya que 
en Córdoba, con condiciones más extremas, esta especie aparece en un porcentaje bajo 
(15%). Además, F. graminearum puede coexistir con otras especies de Fusarium 
productoras de fumonisinas, debido a que comparten hospedador. La tasa de 
crecimiento de F. graminearum es mucho mayor que la de especies como F. 
verticillioides o F. proliferatum con las que coexiste, por lo que su crecimiento será más 
acusado excepto en condiciones ecofisiológicas que favorezcan en mayor medida a las 
otras especies, es decir temperaturas extremas y menos disponibilidad de agua, como se 
ha descrito en el capítulo 2.  
 F. proliferatum, y en mucha menor medida F. verticillioides, presentan como 
hospedador principal el maíz. Sin embargo, la contaminación por parte de estas dos 
especies productoras de fumonisinas puede ser considerada como algo característico de 
los cereales de grano pequeño españoles (Jurado et al., 2006a).  Estas especies están 
adaptadas a temperaturas cálidas y a niveles bajos de humedad. Por ello, su presencia en 
las muestras cordobesas es mucho mayor que en las procedentes de Lleida, donde F. 
verticillioides no ha sido detectado y la contaminación por F. proliferatum supone sólo 
un 10%. En este caso, el clima leridano con temperaturas menos extremas y humedad 
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más alta favorecería la colonización por F. graminearum como hemos comentado 
anteriormente. Aunque el porcentaje de presencia de estas especies en las muestras de 
Córdoba puede considerarse elevado, sobre todo de F. proliferatum que alcanza un 
60%, estudios previos han descrito que su capacidad productora de fumonisinas es 
menor en trigo que en su hospedador principal, el maíz, por lo que el riesgo de 
contaminación por estas toxinas sería menos preocupante en trigo (Logrieco et al., 
2003; 2007; Marín et al., 1999).  
Las otras dos especies toxígenas detectadas fueron F. equiseti y F. langsethiae, 
principalmente en las muestras de Lleida, alcanzando F. langsethiae un 25% y un 60% 
en las muestras de Lleida pre y post-cosecha respectivamente. Estas dos especies son 
patógenos comunes en Europa, de regiones del norte y sur, con perfiles ecofisiológicos 
amplios (Marín et al., 2015; Medina et al., 2004), más compatibles con las condiciones 
típicas de F. graminearum. En el caso de F. equiseti, correspondería a una población o 
especie típica del sur de Europa y bien caracterizada (Marín et al., 2012). La población 
de F. equiseti es capaz de producir varias toxinas, entre las que destacan los tricotecenos 
tipo A y B (Marín et al., 2012). F. langsethiae ha sido aislado de diferentes cereales 
contaminados del norte y el centro de Europa (Torp y Adler, 2004; Torp y Nirenberg, 
2004) y su presencia en el sur de Europa está siendo estudiada actualmente, habiéndose 
descrito en Italia (Infantino et al., 2007). Presenta las características morfológicas de F. 
poae y el perfil metabólico de F. sporothrichioides (Torp y Nirenberg, 2004; Schmidt et 
al., 2004; Thrane et al., 2004; Wilson et al., 2004; Yli-Mattila et al., 2004; 2008) y no 
causa ningún síntoma visible en las plantas contaminadas, por lo que su detección se 
hace complicada, aunque se trata de una especie a tener en cuenta ya que produce altos 
niveles de tricotecenos tipo A, en particular T-2 y HT-2.  
Considerando todos estos resultados, cabe concluir que los factores climáticos y 
ambientales contribuyen de forma esencial al patrón de micobiota que presenta el trigo, 
y que este patrón presenta diferencias marcadas entre el momento de la floración y 
cosecha. Esa micobiota acompañante, no toxígena, puede estar influyendo sobre el 
crecimiento de la micobiota toxígena y producción de toxinas, aspecto que no ha sido 
aún bien estudiado. Es destacable la diferencia en valores de biodiversidad de la 
micobiota que puede reflejar o incluso jugar un papel importante en el control de las 
especies patógenas más agresivas. El método de identificación por PCR sin duda pone 
de manifiesto la amplia distribución de las principales especies toxígenas, algunas de 
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ellas apenas descritas en cereales, que aunque con diferente incidencia, coincide con las 
condiciones halladas en los estudios in vitro. Además, permite su detección en 
momentos tempranos (precosecha) que no consiguen los métodos tradicionales. 
Especial atención merece el incremento de A. flavus, señalado por distintos autores 
(Miraglia et al., 2009) que se atribuye en gran medida a  que sus condiciones óptimas 
son compatibles con las previstas para los escenarios de cambio climático en el sur de 
Europa (aumento de las temperaturas y estrés hídrico). Los resultados obtenidos podrían 
apoyar que se está produciendo un desplazamiento de las especies y diferencias en la 
capacidad de competir entre ellas. La estrategia de análisis utilizada puede ser de gran 
ayuda en el diagnóstico, prevención y control de hongos toxígenos en las condiciones 
de cambio climático previstas. 
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Capítulo 6. Discusión general 
Las especies del género Fusarium están entre los patógenos vegetales que más 
pérdidas económicas causan alrededor del mundo. En particular, afectan a especies 
agroalimentarias cruciales, como es el caso de los cereales, en los que reducen la 
producción y la calidad de la cosecha. También ponen en riesgo la seguridad 
alimentaria, amenazando la salud humana y animal debido a su contenido en 
micotoxinas. Por estos motivos se producen enormes pérdidas económicas, como por 
ejemplo, en EEUU, donde estas pérdidas se traducen en miles de millones de dólares 
anuales (Wu, 2007).  
La identificación, caracterización y el estudio en profundidad de la biología de 
las especies de este género y de la biosíntesis de las toxinas que producen, se convierte 
en un factor clave para disminuir los efectos perjudiciales descritos (Wu, 2014). Para 
ello, se hacen necesarias diversas técnicas que proporcionen la máxima información 
posible sobre las especies estudiadas. Los análisis epidemiológicos, filogenéticos y el 
estudio de los factores ecofisiológicos que determinan el crecimiento y la síntesis de 
micotoxinas por parte de estas especies, son elementos clave a la hora de elaborar las 
estrategias de prevención y control adecuadas para cada una de ellas.  
Este proyecto de Tesis Doctoral se ha centrado en las principales especies 
productoras de fumonisinas del FFSC: F. verticillioides, F. proliferatum y F. fujikuroi. 
Estas tres especies son importantes patógenos de los cultivos de cereales de nuestro 
país, destacando el trigo y la cebada, el maíz y el arroz, en orden decreciente de 
importancia. En el caso de F. verticillioides y F. proliferatum, existen herramientas de 
diagnóstico específico y de análisis de la regulación de la biosíntesis de fumonisinas 
disponibles. Sin embargo, para F. fujikuroi no se contaba con las herramientas 
equivalentes. En esta Tesis se analizaron por primera vez en profundidad diversas cepas 
de esta especie, llevando a cabo su caracterización y desarrollando las herramientas 
necesarias para estudiar la expresión relativa del primer gen de la ruta de síntesis de 
fumonisinas de esta especie (FUM1). Además, se midió la capacidad potencial de 
producción de esta toxina por parte de F. fujikuroi, que se pensaba baja, demostrando 
que probablemente se subestima y que debería ser tenida más en cuenta y estudiada en 
profundidad.  
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El protocolo de detección y cuantificación de la expresión relativa del gen 
FUM1 de F. fujikuroi mediante RT-PCR a tiempo real desarrollado en esta Tesis, se 
basa en el elaborado para F. proliferatum (Jurado et al., 2010). Con la puesta a punto de 
este método se obtiene una herramienta útil e importante a la hora de estudiar el gen 
FUM1 en esta especie. Los resultados mostraron la expresión relativa de dicho gen en 
todas las cepas productoras de fumonisinas, además de otras que no sintetizaron la 
toxina. Esto puede deberse a distintas causas, como por ejemplo una producción de 
fumonisinas muy baja, un mal transporte de la toxina hacia el exterior de la célula, falta 
de funcionalidad de otros genes de la ruta o la desviación de intermediaros de la síntesis 
de fumonisinas hacia otras rutas de síntesis de diferentes metabolitos secundarios 
producidos también por esta especie (Proctor et al., 2010; Stankovic et al., 2007; 
Wiemann et al., 2013).  
El estudio filogenético separó en dos grupos las cepas de F. fujikuroi y las de F. 
proliferatum, especies muy próximas genéticamente y prácticamente indistinguibles a 
nivel morfológico (Leslie y Summerell, 2006). F. fujikuroi presentó una variabilidad 
intraespecífica muy baja, independientemente del hospedador o el origen geográfico. 
Esta escasa variabilidad contrasta con F. proliferatum, donde los valores son mucho 
mayores. Aunque algunos autores defienden la relación de ciertos grupos de cepas con 
el hospedador, otras evidencias no lo apoyan (Jurado et al., 2010; Stepien et al., 2013). 
Los resultados de variabilidad intraespecífica reducida de F. fujikuroi serían más 
semejantes a lo que sucede con F. verticillioides, especie que también aparece muy 
ligada a un hospedador: el arroz en el caso de F. fujikuroi, el maíz para F. 
verticillioides. En ambos casos, la presencia de los dos idiomorfos de apareamiento 
permitiría justificar la existencia de reproducción sexual en las poblaciones naturales 
(Mirete et al., 2004). La variabilidad genética y la estructura poblacional son dos 
aspectos esenciales en la respuesta a los tratamientos de control (Jurado et al., 2010). 
Además, se ha observado que la capacidad de producir fumonisinas por F. fujikuroi no 
es nada despreciable, y ello justificaría un seguimiento futuro. Las herramientas 
desarrolladas en este trabajo basadas en RT-PCR a tiempo real serían de gran ayuda. 
F. verticillioides  y F. proliferatum son especies características de regiones 
templadas y están descritas como los principales patógenos del maíz, productores de 
fumonisinas (Desjardins et al., 2007). Existe abundante información sobre estas dos 
especies, sin embargo en este trabajo de Tesis se ha tratado de completar el perfil 
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ecofisiológico de F. verticillioides y F. proliferatum, determinando patrones de 
crecimiento y de expresión de los genes de biosíntesis de fumonisinas en condiciones 
típicas de escenarios de cambio climático futuro (valores de temperatura y estrés hídrico 
elevados). Además, se ha determinado la influencia del sustrato (cebada, maíz y trigo) 
sobre ambos parámetros, crecimiento y biosíntesis de fumonisinas, teniendo en cuenta 
la temperatura y el estrés hídrico, ya que son los factores que se consideran más 
importantes. Como ya se ha comentado, F. proliferatum tiene un rango mucho más 
amplio de hospedadores que F. verticillioides, si bien ambas especies pueden colonizar 
otros cereales de grano pequeño como el trigo o la cebada (Chehri et al., 2010; 
Desjardins et al., 2000; Tančić et al., 2012). Las dos especies presentan una distribución 
muy amplia en los cereales de la geografía española (Jurado et al., 2006b; 2010), lo cual 
coincide con los resultados obtenidos en este trabajo en los cuales el crecimiento 
fúngico de estas dos especies se dio en un amplio rango de condiciones permisivas, 
tanto en medio sintético, como en los medios de extracto de cereales.  
Tanto F. verticillioides como F. proliferatum fueron capaces de crecer a 
temperaturas entre 15 y 35ºC y con un estrés hídrico elevado. Esta permisividad a un 
amplio rango de condiciones ambientales explicaría la incidencia de estas especies 
sobre cereales que soportan condiciones climáticas con períodos alternos de lluvia y 
sequía con altas temperaturas (Cavaglieri et al., 2009; Desjardins et al., 2000: 2007; De 
Souza y Fomento, 2004). Las fases finales del cultivo se dan durante los meses de abril-
junio, los cuales se caracterizan por temperaturas templadas y lluvias, condiciones 
óptimas que favorecen el establecimiento de estas especies de Fusarium. 
Además de la temperatura y el potencial hídrico, el hospedador es otro de los 
factores importantes que influyen en el establecimiento de una determinada especie 
fúngica sobre un cereal concreto, así como sobre su crecimiento y la síntesis de toxinas. 
En esta Tesis se ha comprobado el efecto significativo de estos tres factores. El estudio 
de ellos y sus interacciones permite estimar la distribución de estas especies de 
Fusarium a nivel geográfico, y de esa manera prever también el riesgo asociado a las 
micotoxinas que producen. Las cepas estudiadas de F. verticillioides y F. proliferatum 
crecieron mejor en el medio de cebada, seguidas del medio de maíz y trigo, lo cual pudo 
ser debido a la fuente de carbono, en este caso el almidón, disponible para el hongo. Los 
niveles de almidón son mayores en cebada, maíz y por último en trigo (Bluhm y 
Woloshuk, 2005; Roussos et al., 2006). Hay que tener en cuenta la fuente de carbono 
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que ofrece el hospedador a la hora de evaluar el crecimiento del hongo en el campo, con 
el fin de tener una estimación lo más correcta posible de la presencia fúngica.    
En cuanto a la capacidad productora de toxinas de estas dos especies, esta se 
analizó mediante el análisis de expresión del gen FUM1, primer gen de la ruta de 
biosíntesis de fumonisinas, ya que se ha demostrado una correlación positiva entre la 
cantidad de toxina producida y los niveles de expresión de dicho gen (López-Errasquín 
et al., 2007). El patrón de expresión de este gen resultó diferente entre las dos especies: 
mientras que F. verticillioides presentó expresión relativa del gen en todas las 
condiciones probadas, F. proliferatum mostró expresión solamente en las condiciones 
consideradas óptimas (25ºC y -2,8 MPa). Esto demuestra diferencias en el patrón de 
micotoxinas de las dos especies, las cuales ya habían sido observadas con anterioridad. 
Por ejemplo, Marín et al. (2010b) describieron también un mayor efecto represor de la 
expresión del gen FUM1 al aumentar el del estrés hídrico en F. proliferatum que en F. 
verticillioides. Estas diferencias que deberán ser tenidas en cuenta a la hora de evaluar 
la posibilidad de contaminación por fumonisinas de los cultivos. Temperaturas medias y 
un ligero estrés hídrico provocan la mayor expresión del gen FUM1 en las dos especies. 
Estas condiciones además permiten un aumento constante de la tasa de crecimiento, por 
lo que se esperaría una acumulación de toxinas. Al aumentar el estrés hídrico a valores 
de -7,0 MPa disminuirían tanto el crecimiento como la síntesis de toxinas en ambas 
especies. En estos casos, la biomasa fúngica sería un indicativo de contaminación por 
fumonisinas.  
En el capítulo 4 de este trabajo se determinó la eficacia de un componente 
antifúngico convencional, el benomilo, sobre los mismos dos parámetros en F. 
verticillioides, siguiendo una estrategia similar a la anterior e incluyendo los dos 
factores ambientales habituales ya mencionados. Tradicionalmente, la eficacia de los 
antifúngicos se ha medido sólo por su capacidad reductora del crecimiento del hongo; 
sin embargo, es necesario evaluar su efecto también sobre la síntesis de fumonisinas de 
las especies fúngicas, evaluando también el efecto de los factores analizados de 
temperatura y potencial hídrico. El benomilo es un fungicida muy empleado en campo 
en algunos países, que pertenece al grupo de los azoles. En primer lugar se calcularon 
las dosis letales LD50 y LD90 de benomilo, con el objetivo de conocer las 
concentraciones de fungicida que afectan a F. verticillioides en concreto. Estas 
concentraciones fueron 0,93 y 3,30 ppm respectivamente. A continuación, se evaluó el 
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efecto de estas dosis de benomilo sobre el crecimiento de F. verticillioides y sobre la 
expresión del gen FUM1 y, en este caso, se estudió también el gen FUM19, el cual 
codifica para un transportador tipo ABC (ATP-binding cassette) involucrado en el 
transporte de las fumonisinas hacia el exterior (Proctor et al., 2003).  
Los gráficos de crecimiento mostraron que la eficacia de este fungicida se vio 
muy comprometida por las condiciones ambientales. La aplicación del fungicida redujo 
la tasa de crecimiento de F. verticillioides, aunque la eficacia de éste se vio afectada por 
la temperatura y sobre todo por el potencial hídrico. Las dosis LD50 y LD90 de fungicida 
aplicadas en las condiciones óptimas del crecimiento fúngico (25-30ºC y -0,7 MPa) sí 
lograron la reducción esperada, mientras que al alejarse de estos valores de crecimiento 
óptimos, el fungicida comenzó a perder eficacia, llegando a perder su eficacia en las 
condiciones menos favorables de crecimiento fúngico. Resultaría recomendable por 
tanto reducir la aplicación del fungicida en las condiciones de mayor eficacia, 
reduciendo así el daño al entorno y disminuyendo el coste económico. 
En general, el benomilo redujo la expresión del gen FUM1, aunque dependiendo 
en gran medida de las condiciones ambientales. Por ejemplo, a 20ºC y -0,7 MPa se 
observó una leve, aunque significativa, inducción relativa de la expresión de este gen al 
añadírsele la dosis de LD50. Marín et al., (2013) llevaron a cabo un estudio en las 
mismas condiciones con el fungicida tebuconazol. Este agente antifúngico reveló 
efectos diferentes en cuanto a la expresión del gen FUM1, ya que produjo su inducción 
a -2,8 MPa y 25-35ºC al añadir la dosis de LD50, y a -2,8 MPa y 25-30ºC con la dosis de 
LD90. En este sentido, la eficacia del benomilo sería mayor, ya que el tebuconazol 
induciría la síntesis de fumonisinas en una mayor variedad de condiciones ambientales.  
El segundo gen estudiado, el gen FUM19, mostró un patrón de expresión génica similar 
al del gen FUM1, y se observó una correlación positiva entre los dos genes que ya había 
sido observada en estudios anteriores (López-Errasquín et al., 2007; Proctor et al., 
1999; 2003). No se observó inducción de FUM19 en ninguno de los tratamientos en que 
se añadió benomilo, lo cual podría sugerir que este gen no está implicado en la respuesta 
al estrés que se da en presencia del fungicida.  
El benomilo mostró una eficacia elevada en la reducción tanto del crecimiento 
como de la síntesis de fumonisinas y, por tanto, estos resultados lo consideran efectivo 
para el control fúngico, siempre teniendo en cuenta las diferentes respuestas del hongo 
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al estrés ambiental. Como hemos comentado, existen determinadas condiciones 
ambientales y de concentración del fungicida en las cuales se favorecería la producción 
de la toxina. El aumento de la toxina acompañada de una reducción en la tasa de 
crecimiento fúngica daría lugar a una acumulación de fumonisinas sin aumento de la 
masa fúngica, tendiendo la cantidad de fumonisinas acumuladas a ser superior que la 
biomasa del hongo. En estos casos, la aplicación del benomilo sería poco eficaz y no 
aconsejable desde un punto de vista ambiental. Estos datos resaltan la importancia de 
elegir el fungicida adecuado frente a la especie a controlar, pero también la de tener en 
cuenta que su eficacia podría estar comprometida según las condiciones ambientales. 
Por último, en el capítulo 5, se ha realizado un estudio de la distribución de la 
micobiota toxígena y acompañante en trigo blando, análisis que forma parte de un 
estudio más amplio que se lleva realizando en cereales por nuestro grupo de 
investigación desde hace tiempo, orientado a hacer un seguimiento en el contexto del 
cambio climático. Los estudios epidemiológicos ofrecen información interesante acerca 
de la distribución real de las especies que contaminan los cultivos; combinando el uso 
de métodos microbiológicos tradicionales y técnicas moleculares se obtiene información 
valiosa sobre la micobiota que presenta un cultivo en una zona geográfica concreta. En 
esta Tesis se han analizado las mismas variedades de trigo blando, cultivadas en las 
mismas condiciones, en dos localidades de regiones climatológicas diferentes, Santaella 
(Córdoba) y Gimenells (Lleida). La contribución de las técnicas de diagnóstico 
molecular permitieron la identificación precisa de las especies fitopatógenas de 
Fusarium presentes, completando así los resultados obtenidos por métodos tradicionales 
de una manera rápida y específica, ya que algunas de ellas no fueron detectadas por el 
cultivo tradicional de especies fúngicas. Los análisis detectaron que la distribución de 
especies fue diferente en cada zona geográfica y según el momento de recogida del 
grano. Las muestras de precosecha presentaron niveles muy bajos de contaminación 
fúngica, mientras que más de un 95% de las muestras post-cosecha de ambas 
localidades resultaron contaminadas, lo cual puede señalar un grave problema en el 
almacenaje de las muestras, donde se producirían condiciones ambientales óptimas para 
la proliferación de hongos. Estos niveles elevados de contaminación fúngica fueron ya 
descritos en trigo cultivado en Andalucía en 2004 (Jurado et al., 2006a), donde el 
porcentaje de muestras contaminadas fue del 72,85%, o en trigo de Castilla y León de la 
campaña de 2006 que presentó un 100% de las muestras contaminadas. 
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Existen diferencias entre las dos localidades españolas, tanto en la composición 
como en la diversidad de las especies contaminantes. La riqueza específica es mayor en 
Córdoba que en Lleida (2,01 y 1,59 respectivamente), siendo 11 las especies comunes 
encontradas en las dos localidades. Las muestras de Córdoba post-cosecha presentan la 
riqueza específica más alta (1,89), mientras que la más baja es la de las muestras de 
Córdoba precosecha (0,92). Sin embargo en cuanto a la diversidad, esta es inversamente 
proporcional, presentando mayor diversidad las muestras precosecha de las dos 
localidades (0,741 y 0,692 Córdoba y Lleida respectivamente), las cuales si bien 
presentan menor riqueza específica, ninguna de sus especies muestra una dominancia 
clara. En el caso de las muestras post-cosecha, Alternaria alternata es la especie 
dominante, lo cual coincide con estudios previos (Soldevilla et al., 2005). Esta especie 
debe ser tenida en cuenta ya que es ampliamente toxígena, y el alto grado de 
contaminación por su parte puede suponer problemas en los productos derivados de 
estos cereales contaminados. 
La composición de la micobiota es dinámica y varía teniendo en cuenta factores 
como la temperatura y la humedad ambiental, y otros propios de la semilla como la 
actividad de agua disponible o la cantidad de ciertos nutrientes, que van disminuyendo y 
aumentando respectivamente durante el proceso de maduración de la semilla. Así, en el 
hospedador, la cantidad de almidón varía según la fase de maduración de este. Por 
ejemplo, en el maíz, los niveles de almidón en la semilla son diferentes según la fase en 
que se encuentre el grano: presenta un 12% de almidón en la fase de ampolla, un 20% 
en la fase de grano lechoso, un 58% en grano pastoso y un 70% en grano dentado. 
Estudios previos demostraron que el crecimiento de F. verticillioides fue más rápido en 
la fase de grano pastoso, donde el contenido de almidón es elevado (Bluhm y 
Woloshuk, 2005). En fases más tardías, la disminución de la actividad de agua 
disponible en la semilla junto con la disminución de la humedad característica de los 
veranos que acompaña la maduración, favorece especies fúngicas más xerófilas. En este 
caso, especies de Aspergillus. 
 La fase de precosecha elegida para el análisis es aún una fase temprana, de 
grano lechoso, pero en la que ya se detectan mediante el análisis por PCR algunas 
especies que sólo alcanzan cantidad suficiente para su aislamiento en las muestras post-
cosecha. Por otro lado, resulta interesante cómo otras especies detectadas del mismo 
modo no se aislaron en semillas post-cosecha. Dos hipótesis alternativas podrían 
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explicar este hecho. La primera sería de tipo metodológico, pues las tasas de 
crecimiento de las distintas especies en los medios de cultivo y condiciones utilizados 
pueden favorecer a unas especies frente a otras, produciendo valores relativos que no 
reflejan la situación de contaminación real de las semillas. La segunda hipótesis se basa 
en la capacidad de la micobiota presente para modular el crecimiento (y la producción 
de toxinas) mediante las interacciones entre sí y la competencia por los nutrientes. La 
diferente composición de la micobiota entre las dos localidades podría ser indicativo de 
la existencia de interacciones distintas en ese complejo micobiota-hospedador en ambas 
regiones.  
Las condiciones favorables de alguna de las especies toxígenas más virulentas o 
dominantes (como es el caso de F. graminearum y A. flavus) pueden desequilibrar las 
interacciones del complejo y, si se mantienen, derivar en un aumento significativo del 
riesgo a niveles inadmisibles. En términos de riesgo, las principales especies toxígenas 
detectadas en función de su mayor presencia y gravedad son A. flavus, A. niger y F. 
graminearum, esta última especie es característica de las regiones mediterráneas con 
humedad elevada, y estuvo muy presente en las muestras de Lleida. En Córdoba sin 
embargo las especies más abundantes fueron F. verticillioides y F. proliferatum, 
productoras de fumonisinas y capaces de soportar temperaturas más elevadas y menor 
disponibilidad de agua. Entre las especies encontradas, algunas requieren una mayor 
vigilancia, como por ejemplo F. langsethiae o A. carbonarius. Esta última ha sido 
detectada solamente en un 10% de las muestras de Córdoba precosecha, mediante 
métodos moleculares. Sin embargo, se trata de una especie peligrosa por su producción 
de OTA, llevada a cabo casi por el 100% de las cepas de esta especie (Perrone et al., 
2006). En estudios previos también se detectó A. carbonarius en porcentajes no muy 
elevados (20% en cebada y trigo blando de Castilla y León, campaña 2006) (González –
Jaén et al., 2008). Otras especies como la ya mencionada Alternaria alternata, o 
Penicillium italicum, deberían también ser objeto de atención por su elevada 
proporción. La región de Lleida presentaría, de acuerdo con nuestro estudio, un mayor 
riesgo y por lo tanto, requeriría una mayor vigilancia y control. 
En resumen, teniendo en cuenta el cambio climático y los escenarios previstos 
en las regiones mediterráneas (temperaturas elevadas y niveles de estrés hídrico altos, 
especialmente en verano) se puede predecir que, a la vista de los resultados de esta 
Tesis, se espera que las especies objeto de estudio continúen presentes en futuros 
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escenarios, si bien es posible que se esté produciendo un desplazamiento de las especies 
toxígenas y la flora acompañante. Las condiciones esperadas como resultado del cambio 
climático actual supondrían cambios en las tasas de crecimiento y en su síntesis de 
toxinas, y por tanto su desplazamiento y en consecuencia, un cambio en su distribución 
(Miraglia et al., 2009). Las temperaturas más elevadas (35 y 40ºC) no supondrían un 
riesgo, ya que el crecimiento fúngico se reduce en gran medida y no hay síntesis de 
toxinas. Sin embargo, una fase previa con temperaturas y niveles de estrés hídrico más 
moderados, estimularían el crecimiento, así como la síntesis de fumonisinas.  Además, 
este cambio en las condiciones climáticas podría reducir la eficacia de los antifúngicos 
utilizados contra el crecimiento de hongos patógenos y toxígenos, ocasionando un 
impacto negativo adicional en la seguridad alimentaria especialmente al suministrar 
dosis menores de las letales.  
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Conclusiones 
1. En el estudio de las cepas de Fusarium aisladas de arroz de Filipinas se vio
una presencia mayoritaria de la especie F. fujikuroi (82,05%). Estas cepas
presentaron ambos tipos de apareamiento, en una relación aproximada de los
idiomorfos MAT1-MAT2 de 1:2, sugiriendo la posibilidad de reproducción
sexual.
2. El análisis filogenético de las poblaciones de F. fujikuroi analizadas
demuestra una variabilidad intraespecífica muy baja por parte de estas cepas.
Todas las cepas de esta especie se incluyeron en un grupo,
independientemente de su origen geográfico o de su hospedador.
3. El porcentaje de cepas de F. fujikuroi capaces de producir fumonisinas fue del
40,62%. Este valor, sumado a los niveles elevados de síntesis de algunas de
las cepas, indica que la capacidad potencial de producción de estas toxinas por
parte de esta especie está, probablemente, subestimada, y debería ser revisada.
4. El protocolo de RT-PCR a tiempo real para detección y cuantificación de la
expresión relativa del gen FUM1 en F. fujikuroi desarrollado se relaciona
positivamente con la producción de fumonisinas, y podría ser utilizado
eficazmente en la determinación del riesgo potencial de cepas de esta especie,
así como en estudios de regulación y evaluación de tratamientos de control.
5. Las especies productoras de fumonisinas F. verticillioides y F. proliferatum
presentaron crecimiento fúngico en un amplio rango de temperaturas y
potenciales hídricos. Las condiciones óptimas de crecimiento fueron 25-30ºC
y -0,7 MPa. Temperaturas y niveles de estrés hídrico más extremos (35ºC y -
7,0 MPa) redujeron la tasa de crecimiento. A 40ºC no se detectó crecimiento
de ninguna de las dos especies.
6. La influencia del sustrato en F. verticillioides y F. proliferatum fue similar.
Las dos especies estudiadas presentaron una tasa de crecimiento mayor en el
medio de extracto de cebada, seguido del medio de extracto de maíz y por
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último el de trigo. F. verticillioides presentó una tasa de crecimiento algo 
mayor que F. proliferatum en las mismas condiciones. 
7. Sin embargo, el sustrato influyó de manera diferente en las dos especies en
cuanto a síntesis de toxina. F. verticillioides presentó expresión significativa
del gen FUM1 en todas las condiciones probadas, siendo el medio de extracto
de maíz el que mostró los niveles mayores de expresión génica. Sin embargo,
F. proliferatum, presentó expresión de este gen solamente en cebada y trigo a
25ºC y -2,8 MPa, siendo el medio de maíz el que mostró los valores de menor
expresión del gen FUM1.
8. El benomilo mostró una eficacia elevada en la reducción del crecimiento
fúngico. Las dosis letales LD50 y LD90 de benomilo para F. verticillioides
fueron de 0,93 y 3,30 ppm respectivamente. La aplicación del fungicida
redujo la tasa de crecimiento cuando se aplicó en condiciones óptimas de
crecimiento fúngico (25-30ºC y -0,7 MPa). En condiciones ambientales
marginales, especialmente de estrés hídrico elevado, la eficacia de este se
redujo drásticamente.
9. El benomilo fue también eficaz en la reducción de la síntesis de fumonisinas.
Este fungicida redujo la expresión del gen FUM1 en general, aunque a  20ºC y
-0,7 MPa se observó expresión de este gen al ser añadida la dosis LD50. Estas
dosis subletales de fungicida suponen por tanto un riesgo, ya que no reducen
por completo el crecimiento fúngico y además estimulan la síntesis de toxinas.
10. El gen FUM19 mostró un patrón de expresión génica similar al del gen FUM1
en todas las dosis de fungicida. No se observó inducción de este gen a ninguna
de las dosis de aplicación del fungicida, por lo que se concluye que el gen
FUM19 transportaría sólo fumonisinas, sin intervenir en el transporte del
fungicida.
11. La micobiota asociada a trigo primavera en Córdoba y Lleida presentó una
distribución diferente en precosecha y post-cosecha. Los índices de riqueza
específica fueron mayores en Córdoba post-cosecha, Lleida precosecha,
Lleida post-cosecha y por último Córdoba precosecha. Sin embargo, debido a
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la gran dominancia que mostraron ciertas especies, la diversidad fue mayor en 
las muestras de Córdoba y Lleida precosecha (0,741 y 0,692 respectivamente), 
alrededor de dos veces la diversidad de las muestras de Lleida y Córdoba 
post-cosecha (0,363 y 0,350 respectivamente). 
12. El patrón de distribución de las especies toxígenas de riesgo detectadas, y con
ellas las toxinas de riesgo, presentó diferencias en ambas regiones. En
Córdoba, las especies más representadas fueron A. niger, Alternaria alternata
y P. italicum en las muestras precosecha, y A. alternata, F. proliferatum  y
Penicillium italicum en las muestras post-cosecha. Las especies de Fusarium
más importantes en esta región fueron F. verticillioides y F. proliferatum,
especies productoras de fumonisinas. Además, mediante el uso de métodos
moleculares, se detectaron especies como F. langsethiae en las muestras post-
cosecha, o F. equiseti, A. carbonarius o A. flavus.
13. Por otro lado, en Lleida destacaron A. alternata, Stemphylium botryosum y
Epicoccum nigrum en las muestras de precosecha, y A. alternata, F.
graminearum y A. niger en post-cosecha. En esta región F. graminearum fue
la especie más representada de este género, la cual se detectó en Córdoba en
porcentaje muy bajo. También en Lleida se detectaron F. langsethiae, F.
equisei y A. flavus. Estas especies menos estudiadas deberían ser consideradas
y estudiadas, tanto su perfil toxígeno real, como su incidencia en España.
14. Bajo los escenarios previstos en las regiones mediterráneas por el cambio
climático las especies de Fusarium estudiadas continuarán presentes y
seguirán representando  riesgo por la producción de toxinas. Es probable que
se dé un cambio en la distribución de las especies fúngicas debido a los
cambios en temperatura y disponibilidad de agua, aunque las especies
estudiadas presentan tolerancia al crecimiento en estas condiciones de
temperatura y estrés hídrico elevados.
15. Las temperaturas más altas esperadas (35-40ºC) no supondrán un riesgo
directo por parte de las especies estudiadas, ya que reducen el crecimiento
fúngico y no estimulan la síntesis de toxinas. Sin embargo, a niveles de estrés
hídrico moderados y temperaturas menores, como las que se dan en las épocas
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previas a la cosecha, el crecimiento fúngico es elevado y se produce un 
aumento en la síntesis de toxinas. Además, este cambio en las condiciones 
podría disminuir la eficacia de los fungicidas empleados, por lo que sería 
necesaria una evaluación de su efectividad en las nuevas condiciones.  
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